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A sepse é uma das principais causas de morte em pacientes hospitalizados. No entanto, pouco 
se sabe a respeito de uma dieta hiperlipídica de curto prazo (HFD) e seu papel no 
desenvolvimento da sepse. Aqui, mostramos, pela primeira vez, que o consumo de HFD a curto 
prazo prejudica a sinalização mediada pela subunidade α7 do receptor nicotínico de acetilcolina 
(α7nAChR), um dos principais componentes da via anti-inflamatória colinérgica, com foco na 
inflamação hipotalâmica e na resposta imune inata. 
Camundongos Swiss machos com 8 semanas de vida receberam uma dieta hiperlipídica (HFD) 
ou ração padrão (SC) durante 3 dias e a sepse foi induzida por injeção letal de 
lipopolissacarídeos provenientes de Escherichia coli (LPS) via intraperitoneal (i.p.) ou por 
cirurgia de ligadura e punção cecal (CLP). Em um experimento independente animais de ambos 
os grupos receberam LPS (i.p.) ou LPS (i.p.) conjuntamente com o agonista seletivo de 
α7nAChR, PNU-282987 (i.p. ou intracerebroventricular; i.c.v.), e foram sacrificados 2 horas 
após o desafio. Paralelamente, macrófagos do peritônio e células da medula óssea de 
camundongos que consumiram SC ou HFD foram isolados para melhor compreender o papel 
do α7nAChR na comunicação existente entre cérebro e periferia. O consumo de HFD a curto 
prazo reduziu significativamente os níveis proteicos e de RNAm de α7nAChR no hipotálamo 
e no fígado e menores níveis de RNAm de α7nAChR no baço de camundongos HFD 
comparados ao SC. A microscopia de imunofluorescência demonstrou menor marcação de 
CHRNA7+ células no núcleo arqueado (ARC) e aumento de células F4/80 + no ARC e 
eminência mediana (ME), o que pode contribuir para danos neuronais. O marcador de astrócitos 
(GFAP) e o marcador nuclear neuronal (NeuN) estavam aumentados no ARC após o consumo 
de HFD. O RNAm e conteúdo proteico de marcadores inflamatórios apresentaram-se 
aumentados no hipotálamo, baço e fígado de animais HFD enquanto marcadores anti-
inflamatórios estavam diminuídos no grupo HFD comparado ao SC. Após terem a sepse 
induzida por LPS ou CLP, os camundongos alimentados com HFD morreram mais 
rapidamente. O desafio com LPS elevou os níveis de citocinas em ambos os grupos; no entanto, 
níveis mais elevados foram observados em camundongos do grupo HFD. Além disso, a 
administração de PNU (i.p. ou i.c.v.) reduziu os níveis de marcadores inflamatórios no 
hipotálamo após injeção de LPS; no entanto, em camundongos alimentados com HFD, o efeito 
do PNU foi muito menor do que em camundongos alimentados com ração padrão. Macrófagos 
peritoneais e da medula óssea de animais HFD indicaram níveis mais elevados do RNAm de 
marcadores inflamatórios bem como menores níveis do RNAm de marcadores anti-
inflamatórios.  A contagem do total de células isoladas da medula óssea de animais HFD foi 
 
 
menor comparada ao SC. Além disso, o consumo de HFD reduziu o RNAm de α7nAChR nas 
células isoladas da medula óssea. Nós fornecemos evidências de que uma HFD por curto 
período prejudica precocemente a expressão de α7nAChR nos tecidos centrais e periféricos, 
contribuindo para uma maior probabilidade de morte na sepse. 
 
Palavras-chave:  Receptor nicotínico de acetilcolina alfa7, Inflamação, dieta hiperlipídica, 



























Sepsis is one of the leading causes of death in hospitalized patients. However, little is known 
with respect to a short-term high-fat diet (HFD) and its role in the development of sepsis. Here, 
we show for the first time, that short-term HFD consumption impairs early nicotinic 
acetylcholine receptor α7 subunit (α7nAChR)-mediated signaling, one of the major components 
of the cholinergic anti-inflammatory pathway, with a focus on hypothalamic inflammation and 
innate immune response. 
Mice were randomized to a HFD or standard chow (SC) for 3 days, and sepsis was subsequently 
induced by a lethal intraperitoneal (i.p.) injection of lipopolysaccharide (LPS) or by cecal 
ligation and puncture (CLP) surgery. In a separate experiment, both groups received LPS (i.p.) 
or LPS (i.p.) in conjunction with the selective α7nAChR agonist, PNU-282987 (i.p. or 
intracerebroventricular; i.c.v.) and were sacrificed 2 hours after the challenge. In parallel, 
peritoneum macrophages and bone marrow cells from SC and HFD mice were isolated to better 
understand the role of α7nAChR in the existing communication between brain and periphery. 
Short-term HFD consumption significantly reduced the α7nAChR mRNA and protein levels in 
the hypothalamus and liver. Immunofluorescence microscopy demonstrated lower cholinergic 
receptor nicotinic α7 subunit (CHRNA7)+ cells in the arcuate nucleus (ARC) and increased 
F4/80+ cells in the ARC and median eminence (ME), which can contribute to neuronal damage. 
Glial fibrillary acidic protein (GFAP)+ cells were incresed while neuronal nuclear antigen 
(NeuN)+ cells were diminished following consumption of HFD. The HFD-fed mice died 
quickly after a lethal dose of LPS or following CLP surgery. LPS challenge raised cytokine 
levels in both groups; however, higher levels were observed in mice on a HFD. Moreover, PNU 
administration (i.p. or i.c.v.) reduced the levels of inflammatory markers in the hypothalamus 
following LPS injection; nevertheless, in HFD-fed mice, the effect of PNU was much less than 
that in mice fed standard chow. Peritoneal macrophages and isolated bone marrow cells from 
HFD animals indicated higher levels of mRNA for inflammatory markers as well as lower 
mRNA levels of anti-inflammatory markers. The total cell count isolated from the bone marrow 
of HFD animals was smaller compared to SC. In addition, consumption of HFD reduced 
α7nAChR mRNA in cells isolated from bone marrow. Here, we provide evidence that a short-
term HFD impairs early α7nAChR expression in central and peripheral tissues, contributing to 
a higher probability of death in sepsis.  
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A palavra sepse tem como significado “decomposição do animal” ou “matéria 
orgânica na presença de bactéria”. O termo remonta Hipócrates (460-370 a.C) que descreveu o 
fenômeno como uma deterioração perigosa e biológica que poderia acontecer no corpo. 
Hipócrates foi também o primeiro a testar propriedades de antissepsia de alguns compostos 
como álcool em vinho e vinagre. Já Galeno (129-217 d.C), seu discípulo, criou um 
medicamento com 70 substâncias para curar mordidas de animais, inflamação e a morte negra; 
um dos principais ingredientes era o ópio (GEROULANOS; DOUKA, 2006). 
Outras teorias foram propostas ao longo dos séculos, mas foi a partir do século XIX 
que médicos como Louis Pasteur e Robert Koch trouxeram luz ao entendimento da origem e 
transmissão de doenças infecciosas. Em seus experimentos utilizando um caldo fervido 
colocado em frascos curvos e abertos, Pasteur demonstrou claramente que a 
deterioração/putrefação exigia organismos vivos, propondo a teoria do germe. No mesmo 
período Koch, trabalhando com esta teoria, demonstrou que ovelhas infectadas com antraz 
tinham organismos em forma de haste crescendo em seu sangue. Koch formulou então, alguns 
postulados para identificação de agentes infecciosos: o agente deve ser isolado do animal 
infectado, o agente deve ser cultivado em cultura, a infecção de um hospedeiro saudável com o 
agente deve produzir a doença, o mesmo organismo deve ser recuperado do animal recém-
infectado (THURSTON, 2000). 
O mecanismo que leva a morte começou então a ser investigado. Ludwig Brieger 
(1849-1919) isolou toxinas a partir do sobrenadante da cultura de difteria, sendo esta a primeira 
exotoxina a ser descoberta. No mesmo período Richard Pfeiffer (1858-1955) procurava 
compreender o mecanismo de desenvolvimento da cólera utilizando Vibrio Cholerae mas não 
observou a exotoxina descrita em outros organismos. Porcos previamente imunizados foram 
inoculados com Vibrio cholerae, mas Pfeiffer notou que estes animais, mesmo imunizados, 
continuavam a morrer, mas nenhum organismo foi encontrado na cavidade abdominal. Seus 
experimentos permitiram a conclusão de que havia uma substância resistente ao calor na parede 
celular bacteriana e que esta era liberada com a morte e responsável pelos efeitos tóxicos 
observados no v cholerae. Esta substância foi chamada de “endotoxina” (BEUTLER; 
RIETSCHEL, 2003). 
Atualmente a sepse e a sepse severa são a causa mais comum de morte entre 
pacientes em estado crítico em unidades de terapia intensiva. Dados da WHO apontam para 30 
milhões de episódios e 6 milhões de mortes decorrentes da sepse, esses dados são de uma 
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revisão sistemática que extrapolou estimativas da população local para a população global 
(FLEISCHMANN et al., 2016). 
Assim como a sepse a obesidade também atinge números alarmantes; atualmente 
dois terços da população mundial sofrem com a obesidade decorrente, principalmente, do 
consumo de alimentos ricos em carboidrato e gordura de origem saturada. A presença frequente 
das duas condições – obesidade e sepse – na prática clínica, despertou o interesse da 
comunidade científica que procura compreender os efeitos da obesidade sobre a sepse 
(TRIVEDI et al., 2015). 
Kolyva e colaboradores (2014) demonstraram que a obesidade está associada a 
níveis elevados de TNFα no tecido adiposo e aumento de biomarcadores de estresse oxidativo, 
favorecendo a resposta pró-inflamatória em pacientes em sepse (KOLYVA et al., 2014).  Em 
2009, Stranberg e colaboradores, demonstraram maior taxa de mortalidade e proliferação 
bacteriana associada à sepse em camundongos que consumiram dieta rica em gorduras. Os 
autores também observaram disfunção do sistema imune inato, indicado pelo aumento dos 
níveis de imunossupressão e citocinas pró-inflamatórias e diminuição da função dos 
granulócitos (STRANBERG et al., 2009).  
Segundo o estudo de Kaplan et al. (2012), animais que consumiram HFD por um 
curto período e foram submetidos a cirurgia de ligadura e punção (CLP) para indução de sepse, 
apresentaram menor probabilidade de sobrevivência e maior comprometimento dos pulmões 
em comparação com animais do grupo controle. Os níveis das citocinas TNF-α e IL-6 
apresentaram-se menores no plasma de animais HFD após a cirurgia CLP. Este efeito 
inesperado foi explicado pela ativação compensatória da resposta anti-inflamatória. Já os níveis 
de ativação de NF-κB foram maiores, justificando a maior injúria observada no grupo HFD 
(KAPLAN et al., 2012). 
Recentemente, De Martini e colaboradores (2017) encontraram que camundongos 
em dieta hiperlipídica quando foram submetidos a CLP, apresentaram maiores danos no 
músculo cardíaco comparados aos camundongos controles, este efeito pode ser resultado da 
ativação das vias de sinalização IL17a e STAT3 (DE MARTINI et al., 2017). 
Assim, parece que a resposta imune é afetada pelo consumo de HFD e obesidade, 
tanto em relação à infecção crônica local de baixo grau como a infecção generalizada aguda 






1.1 Obesidade e Inflamação 
A obesidade é uma doença que consiste no aumento da gordura corporal e um 
quadro de inflamação crônica de baixo grau (FORMIGUERA e CANTÓN, 2004). Em seres 
humanos é definida como um índice de Massa Corporal (IMC) superior a 30 Kg/m2 que resulta 
de um desequilíbrio entre a ingestão calórica e o gasto energético (Moraes et al., 2009). Sua 
prevalência aumentou exponencialmente nos últimos anos (RADA et al., 2010), indicando que 
a causa primária está relacionada ao fator ambiental e estilo de vida, embora os fatores genéticos 
também possam estar envolvidos (MORAES et al., 2009; CAMMISOTO E BENDAYAN, 
2012). 
Dados da World Health Organization (WHO) apontam que em 2013 
aproximadamente 42 milhões de crianças com menos de 5 anos de idade apresentavam 
sobrepeso ou eram obesas. Além disso, mais de 1,9 bilhão de pessoas acima dos 18 anos 
apresentavam sobrepeso, sendo que destas cerca de 600 milhões eram obesas (WHO, 2015). 
Esta crescente prevalência da obesidade levou a doença a ser considerada um grave problema 
de saúde pública, movimentando a comunidade científica. 
Na obesidade a ativação crônica do sistema imune leva a perda de controle do ajuste 
fino da resposta inflamatória, há o aumento da produção e secreção de TNF-α e IL-6 que causam 
efeitos prejudiciais, no tecido adiposo, fígado e músculo (TZANAVARI et al., 2010). O 
principal efeito da liberação excessiva de citocinas pró inflamatórias está associado a ativação 
exacerbada das vias de sinalização NFĸB e c-Jun N-terminal kinase (JNK) (JIAO et al., 2009). 
Neste sentido, estudos realizados com modelos animais de obesidade induzida por 
dieta têm reforçado o papel da ativação de vias inflamatórias no desenvolvimento de 
comorbidades associadas a obesidade. DeSouza e colaboradores (2005) foram os primeiros a 
demonstrarem que ratos alimentados com dieta hiperlipídica por 4 meses, apresentaram 
ativação de vias inflamatórias na região do hipotálamo médio-basal (MBH), como JNK e NF-
κB, levando a produção de citocinas pró-inflamatórias como, TNF-α, IL-1β e IL-6 e 
deficiências na sinalização de leptina e insulina (DE SOUZA, et.al., 2005). 
De acordo com Lee et al. (2011), camundongos expostos à dieta rica em gorduras 
saturadas durante 3 dias já apresentaram maior ganho de peso corporal e massa de tecido 
adiposo bem como resistência à insulina. Contudo, a inflamação foi observada apenas no tecido 
adiposo. Mais recentemente, Waise et al. (2015), demonstraram que camundongos expostos a 
apenas 1 dia de dieta hiperlipídica tiveram aumento da expressão (mRNA) do receptor Toll 4 
(TLR4) em células do cólon e super-regulação da expressão de marcadores pró-inflamatórios 
Emr1, Iba1, IL6, TNF no gânglio nodoso e hipotálamo. 
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Thaler e colaboradores (2012), demonstraram que camundongos expostos a 1 dia 
de dieta hiperlipídica apresentaram ativação da resposta inflamatória na região hipotalâmica. 
Neste mesmo trabalho os autores observaram um aumento do processo de gliose e prejuízo 
neuronal em camundongos que consumiram 1 semana de dieta hiperlipídica (THALER et al., 
2012).   
Uma vez que a inflamação hipotalâmica, especialmente o processo de gliose tem 
sido associado a elevada ingestão calórica, surgiu o interesse em compreender o papel das 
células da glia (astrócitos e micróglia) no processo inflamatório. Quando essas células são 
ativadas, elas podem produzir excessivamente mediadores pró-inflamatórios como, citocinas e 
quimiocinas podendo afetar a homeostase hipotalâmica (LE THUC et al., 2017). 
As quimiocinas parecem ser expressas pela glia e também neurônios. Morari e 
colaboradores (2014), demonstraram que a fratalquina CX3CL1 está envolvida na ativação 
precoce da inflamação hipotalâmica em camundongos com obesidade induzida pela dieta, 
provavelmente pelo recrutamento de células microgliais que expressam CX3CR1, o receptor 
de CX3CL1. Neste trabalho, os autores mostram um aumento de CX3CL1 em neurônios 
hipotalâmicos de camundongos que receberam 1-3 dias de HFD. Por outro lado, quando 
inibiram a expressão de CX3CL1 no MBH, os autores observaram redução da inflamação e da 
intolerância à glicose (MORARI et al., 2014) 
Recentemente, Poon e colaboradores (2016) destacaram o eixo CXCL12/CCR4, no 
núcleo paraventricular (PVN) hipotalâmico, na mediação de efeitos neuronais e 
comportamentais do consumo de HFD. Os autores demonstraram que o consumo de HFD por 
5 dias induziu uma expressão aumentada de CXCL12 e seus receptores; além disso, essa 
quimiocina parece participar do controle da ingestão alimentar, podendo modular a atividade 
de neurônios orexigênicos (POON et al., 2016). 
Assim, os estudos realizados até o momento deixam claro que os distúrbios 
metabólicos observados na obesidade estão associados a ativação precoce de vias inflamatórias, 
principalmente no SNC. Embora, a inflamação associada a obesidade seja de baixo grau, a 
característica crônica pode levar a prejuízos metabólicos decorrentes do consumo de dieta rica 
em gordura e ou obesidade (LEE et al., 2011; WAISE et al., 2015; WANG et al.,2008). 
 
1.2 Inflamação 
Nas últimas décadas surgiram uma série de pesquisas com o intuito de investigar as 
causas da inflamação e os prejuízos decorrentes à saúde. Alguns mecanismos já foram bem 
explorados e explicados, como o funcionamento do processo inflamatório e sua participação 
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em doenças crônicas (COUSSENS e WERB, 2002; PERRY, 2004; PAVLOV e TRACEY, 
2012; TRACEY, 2002; XU et al., 2003). 
O processo de inflamação é caracterizado por uma resposta altamente regulada que 
o organismo dispõe para localizar, neutralizar e eliminar um agente agressor, bem como reparar 
os danos causados por lesões e infecções (TRACEY, 2002).  A resposta inflamatória envolve 
uma cascata de eventos, tendo início com a vasodilatação e aumento da permeabilidade 
vascular, mediados pela liberação de histaminas, basófilos e plaquetas circulantes e pela 
circulação de moléculas de adesão celular vascular-1 (VCAM), molécula de adesão 
leucocitária-endotelial-1 (E-selectin) e molécula de adesão intracelular-1 (ICAM-1) 
(HAVERSLAG et al., 2008).   Em seguida, há a liberação de fatores humorais, como as 
citocinas, no espaço intravascular. As citocinas incluem, o fator de necrose tumoral (TNF-α), 
interleucina β (IL-1β) e interleucina 1 (IL-1), intérferons (IFNs), fatores estimuladores de 
colônias (CSF) e fatores de transformação do crescimento (TGF-β) secretados por monócitos, 
células T e células endoteliais, que participam no controle da resposta imune inata (CHAPLIN, 
2010; PAVLOV et al., 2003). 
O sistema imune inato tem a capacidade de reconhecer patógenos e ativar a resposta 
inflamatória via receptores transmembrana, conhecidos como receptores do tipo toll (TLRs) 
(LOIARRO, 2010). Como exemplo, os lipopolissacarídeos (LPS) encontrados no exterior da 
parede celular de bactérias gram-negativas, ligam-se a receptores do tipo toll 4 (TLR4) em 
macrófagos ativados, promovendo a síntese dos mediadores inflamatórios descritos 
anteriormente (BAUMMAN,1994; BENCHERIF et al., 2011) 
O sistema imune inato é um dos principais componentes da barreira de defesa do 
corpo contra processos infecciosos. Em situações em que o organismo se encontra em perigo o 
sistema imune inato desencadeia uma resposta através do aumento da produção de citocinas e 
ativação de macrófagos. Assim, a liberação de citocinas por macrófagos ativados é essencial 
para desencadear a resposta inflamatória local produzindo sinais tais como dor, edema e febre 
em um processo rápido que culmina com a redução do quadro de infecção e inflamação 
(BAUMMAN, 1994; ROSAS-BALLINA e TRACEY, 2009; TRACEY, 2002). Porém, a 
produção excessiva de citocinas pró-inflamatórias pode ser ainda mais prejudicial se comparada 
ao evento inicial, com injúria tecidual, hipotensão e morte (TRACEY, 1986; WANG et al, 
2001).  
Para limitar os danos causados pela liberação de citocinas pró-inflamatórias e 
restabelecer a homeostase, a resposta imune é controlada por mecanismos moleculares e 
humorais (TRACEY, 2002). Entre os fatores anti-inflamatórios humorais, que controlam a 
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liberação de citocinas, estão glucocorticóides e a interleucina 10 (IL-10). O desequilíbrio do 
ajuste fino do processo inflamatório, ou seja, da liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias, 
pode exercer um importante papel em uma série de doenças como, por exemplo, diabetes e 
obesidade. 
 
1.2.1 Reflexo Inflamatório  
O sistema nervoso central (SNC) comunica-se com praticamente todas as partes do 
corpo via neurônios sensoriais, que transmitem sinais da periferia para o SNC e motores, que 
transmitem sinais do SNC para a periferia (OLOFSSON et al., 2012). Assim, o sistema nervoso 
autônomo (parassimpático e simpático) regula funções essenciais para a vida, tais como, 
frequência cardíaca, pressão arterial, temperatura corporal e motilidade intestinal, por meio de 
reflexos neuronais. As vias parassimpática e simpática interagem com regiões importantes do 
cérebro, incluindo sistema límbico, tronco cerebral e hipotálamo, podendo interagir com os 
sinais hormonais que regulam as funções dos órgãos endócrinos (TRACEY, 2002). É 
importante ressaltar que o sistema imune é modulado de maneira similar por meio de reflexos 
neuronais a fim de limitar a resposta inflamatória e manter a homeostase celular, mecanismo 
conhecido como reflexo inflamatório (OLOFSSON et al., 2012). 
No reflexo inflamatório, produtos da inflamação ativam os potenciais de ação 
aferentes que percorrem um caminho do nervo vago ao núcleo do trato solitário, que retransmite 
sinais neuronais a outros núcleos cerebrais localizados no hipotálamo e tronco cerebral 
(GOEHLER et al., 1997; NIIJIMA, 1996; WATKINS et al, 1999). A estimulação do nervo 
vago ativa os neurônios esplênicos adrenérgicos que residem no gânglio celíaco e inervam o 
baço e terminam, em estruturas semelhantes a sinapses, adjacentes às células T na polpa branca 
(ROSAS-BALLINA et al., 2011). Estes neurônios esplênicos liberam norepinefrina que irá se 
ligar a receptores β-adrenérgicos encontrados em células T que expressam a enzima limitante 
na biossíntese de acetilcolina, a acetiltransferase - responsável pela hidrólise da acetilcolina, 












Figura 1. Anatomia funcional do reflexo inflamatório. Citocinas inflamatórias são liberadas por 
macrófagos ou outras células imunes ativadas, quando TLRs e NLRs são ativados após um desafio 
imune, como o LPS, por exemplo. Esses mediadores inflamatórios são detectados por componentes 
sensoriais do braço aferente do reflexo inflamatório (vermelho). Conexões neuronais integram a 
sinalização aferente e a imuno regulação mediada pelo nervo vago eferente (azul). O nervo vago eferente 
regula a ativação imune no baço, fígado e trato gastrointestinal suprimindo a liberação de citocinas pró 
inflamatórias (linha vermelha tracejada). 
 
1.3 Sistema colinérgico neuronal 
Atualmente, sabe-se que a síntese de ACh ocorre no neurônio pré-sináptico, por 
ação da enzima colina acetiltransferase (ChAT-choline acetyltransferase) a partir de colina e 
acetil-coenzima A (SOREQ, 2001). A ACh é armazenada em vesículas sinápticas e liberada 
para a fenda sináptica por potenciais de ação durante o impulso nervoso. Esta, por sua vez, se 
liga a receptores específicos (nicotínicos e muscarínicos) expressos na membrana plasmática 
da célula pós-sináptica (SOREQ, 2001). A hidrólise da ACh é mediada pela enzima 
aceticolinesterase (AChE-cholinesterase) dando origem a colina e acetato, regulando a 
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concentração do transmissor na sinapse e consequentemente, modulando a transmissão do 
impulso nervoso (SOREQ, 2001), conforme Figura 2. 
 
 
Figure 2. Neurotransmissão colinérgica. No neurônio pré-sináptico, a enzima colina acetiltransferase 
(ChAT-choline acetyltransferase) catalisa a síntese de ACh a partir de colina e acetil- coenzima A. Para 
isso, a colina é transportada do meio extracelular para dentro da célula pelo transportador de colina 
(CHT-high affinity choline transporter) para o qual tem grande afinidade. A ACh sintetizada é 
armazenada em vesículas sinápticas através da atividade do transportador vesicular de ACh (VAChT -
vesicular acetylcholine transporter). Durante a propagação do impulso nervoso, potenciais de ação 
libertam a ACh para a fenda sináptica, permitindo que esta possa se ligar a receptores específicos 
expressos na membrana plasmática da célula pós-sináptica. 
 
 
1.4 Sistema colinérgico não neuronal 
Uma série de revisões sistemáticas, publicadas nas últimas décadas, evidenciam a 
síntese de acetilcolina em células não neuronais (GRANDO, 1997; KAWASHIMA E FUJII, 
2004 SASTRY e SADAVONGVIVAD, 1978; WESSLER et al., 2003). Componentes 
colinérgicos foram identificados em células epiteliais (CHERNYAVSKY et al., 2003), 
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endoteliais (COOKE, 2007), adipócitos (LIU et al., 2004) e células do sistema imune 
(linfócitos, células dendríticas, monócitos e macrófagos) de roedores (ST-PIERRE et al., 2016). 
Os receptores muscarínicos e nicotínicos são também expressos por vários tecidos não 
neuronais (EGLEN, 2006; WESSLER e KIRKPATRICK, 2016). 
Nesse sistema, a ACh pode ser sintetizada pela célula toda e liberada diretamente 
depois da sua síntese, não existindo compartimentos de armazenamento, como descrito no 
sistema colinérgico neuronal (GWILT et al., 2007). 
No sistema colinérgico não neuronal, a acetilcolina exerce funções específicas de 
acordo com a célula alvo. Ou seja, em linfócitos e células epiteliais é predominantemente pró-
inflamatória enquanto em mastócitos e macrófagos tem ação anti-inflamatória e em monócitos 
exerce tanto papel pró-inflamatório como anti-inflamatório (GWILT et al., 2007). 
Há quase duas décadas, o grupo de Tracey propôs um mecanismo de regulação da 
inflamação pela ACh, denominado “Via anti-inflamatória colinérgica” (BOROVIKOVA et al., 
2000). 
 
1.5 Via anti-inflamatória colinérgica nicotínica  
O conceito de via anti-inflamatória colinérgica foi proposto, pela primeira vez, a 
partir de investigações que avaliaram o efeito anti-inflamatório da droga CNI-1493, após 
injeção com um agente inflamatório na pata de ratos (BOROVIKOVA et al., 2000). 
Paralelamente os autores demonstraram por cirurgia estereotáxica que a droga agia, 
principalmente no SNC, e que este efeito poderia ser reproduzido pelo estímulo do nervo vago, 
mas que era inibido pela vagotomia (BOROVIKOVA et al., 2000b). Por fim, os efeitos anti-
inflamatórios do estímulo com a droga CNI-1493 e do estímulo elétrico do nervo vago foram 
testados no contexto da inflamação sistêmica produzida por desafio com alta dose de LPS 
(15mg/kg) (BERNIK et al., 2002; BOROVIKOVA et al., 2000b). Ambos os estímulos foram 
capazes de suprimir a liberação de citocinas inflamatórias, como TNF- α. 
Nas últimas décadas uma série de evidências demonstraram o papel de receptores 
nicotínicos no controle da inflamação. A ativação do nervo vago eferente, estimula a liberação 
de acetilcolina (ACh) que se liga ao receptor nicotínico e inibe a produção de citocinas 
inflamatórias como, IL-1, IL-6, IL-18 e TNF-α após estímulo com LPS e além disso, a liberação 
de citocinas anti-inflamatórias não é afetada. Esse mecanismo de defesa foi denominado de 
“Via anti-inflamatória colinérgica” (BOROVIKOVA et al., 2000a), ilustrado na Fig.3. Tem 
sido demonstrado que a ação anti-inflamatória do receptor nicotínico de acetilcolina inibe a 
ativação de macrófagos peritoneais residentes ex vivo, atenuando a liberação de citocinas pró-
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inflamatórias por meio da ativação da via JAK/STAT (DE JONGE et al., 2005). Em resumo, a 
ligação da nicotina ao receptor α7nAChR desencadeia a ativação (fosforilação) de JAK2 e 
subsequente fosforilação de efetores, tais como STAT3. A proteína STAT3 fosforilada, 
transloca para o núcleo e promove a diminuição dos níveis de TNF, da proteína inflamatória de 
macrófagos 2 (MIP-2) e a IL-6 (DE JONGE et al., 2005; GALLOWITSCH-PUERTA e 
TRACEY, 2005). Interessantemente, o estudo realizado por De Jonge e colaboradores, com 
camundongos que não expressavam a STAT3, demonstrou que a função anti-inflamatória do 
nervo vago foi perdida, reforçando a importância da sinalização via JAK/STAT para a resposta 
anti-inflamatória colinérgica (DE JONGE et al., 2005). 
 
Figura 3. Via anti-inflamatória colinérgica.  O estímulo do nervo vago promove a liberação de ACh 
que se liga à α7nAChR atuando por dois caminhos: α7nAChR inibe a fosforilação de IκB (à esquerda), 
o qual permanece ativo e se liga a NFκB. Este complexo inibe a translocação nuclear de NFκB e, 
consequentemente inibe a liberação de citocinas pró-inflamatórias. No mecanismo classicamente 
conhecido (à direita), α7nAChR se liga a JAK2 que fosforila STAT3, pSTAT3 se dimeriza e é 
translocada para o núcleo, inibindo a atividade transcricional de NFκB via interação proteína-proteína. 
Adicionalmente, pSTAT3 aumenta a expressão de SOCS3 levando à inibição de receptores de citocinas 
(IL-6R). 
 
Os receptores nicotínicos (nAChR) (Fig. 4A), são canais iônicos ativados por 
ligantes formando estruturas homo e heteropentaméricas a partir de subunidades α, β, γ, δ e/ou 
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ε. Existem pelo menos 10 subunidades α e 4 subunidades β, sendo que a combinação de 
diferentes subunidades confere ao receptor propriedades distintas. Entre os receptores 
nicotínicos de acetilcolina, a subunidade α7nAChR (Fig. 4 B) tem despertado grande interesse 
da comunidade científica no estudo da via anti-inflamatória colinérgica. De acordo com suas 
investigações, Wang et al., 2003, demonstraram que o estímulo do nervo vago inibe a síntese 
de TNF em camundongos e que isso não ocorria em camundongos que não expressavam a 
subunidade α7nAChR.  Um estudo do mesmo grupo reforçou esse achado ao demostrar que o 
estímulo do nervo vago inibia a liberação de citocinas em células do sistema imune de forma 
independente dos receptores muscarínicos, já que o bloqueio desses receptores não interrompeu 
o efeito observado (PAVLOV et al., 2006). Estes resultados identificaram a subunidade 
α7nAchR como componente periférico imunológico da via anti-inflamatória colinérgica e 
indicaram que a ativação farmacológica do receptor α7nAChR pode ser utilizada como uma 
estratégia anti-inflamatória em adição ao estímulo elétrico do nervo vago (GALLOWISTCH-
PUERTA e TRACEY, 2005; TRACEY, 2002). No cérebro, α7 nAChR é expresso em células 
neuronais e não-neuronais, incluindo astrócitos, micróglia, oligodendrócitos, células 
precursoras e células endoteliais (HAWKINS et al., 2005; SHARMA e VIJAYARAGHAVAN, 
2001; SHYTLE et al., 2004;). 
Figura 4. Estrutura dos receptores nicotínicos de acetilcolina. A. À esquerda: topografia de uma 
subunidade nAChR. Os dois resíduos de cisteína formam o “cys-loop”, como indicado. O domínio 
extracelular N-terminal, corresponde a proteína ligadora de ACh (AChBP) B. À direita: Esquema da 
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estrutura homopentamérica de um α7 nAChR, com suas 5 subunidades abrangendo a membrana para 
formar um canal iônico central e uma única acetilcolina ligada. 
 
Dessa maneira, é bem estabelecido que os nAChRs estão envolvidos com 
mecanismos imunes de regulação. Estudos prévios demonstraram que os nAChRs podem 
influenciar a produção de células imunes ainda na medula óssea (KHALDOYANIDI et al., 
2001; KOVAL et al., 2008; SEROBYAN et al., 2007;). Entretanto, não está claro se a 
modulação de monócitos ocorre durante o processo de hematopoiese ou após sua liberação para 
a periferia e como α7nAChRs estão envolvidos.  
 
1.6 Regulação da hematopoiese por nAChRs na medula óssea 
A participação da via anti-inflamatória colinérgica nicotínica no controle da 
homeostase de células hematopoiéticas na medula óssea ainda não foi extensamente discutida 
na literatura. Porém, sabe-se que alguns componentes dessa via como, as enzimas ChaT e AChE 
bem como os AChRs, são expressos por células de origem hematopoiética (DEUTSCH et al., 
2002; KAWASHIMA e FUJII, 2004; WESSLER et al., 1998). 
Os   α7 nAChR são amplamente expressos por células do sistema imune, tendo sido 
identificados em monócitos, macrófagos, células B e células T (SIMARD et al., 2016). Com 
relação às linhagens monocíticas todas têm origem nos mesmos progenitores hematopoiéticos, 
localizados na medula óssea. Entretanto, essas células apresentam fenótipo heterogêneo e 
respostas diferentes diante de diversos estímulos, o que explica o seu amplo espectro 
funcional.  Na inflamação, a resposta imune mediada por células monocíticas pode ser 
prejudicial causando danos teciduais ou benéfica, promovendo a recuperação do tecido. 
Existem até o momento dois estados de ativação de monócitos/macrófagos. O primeiro é 
chamado de monócitos/macrófagos classicamente ativados ou macrófagos pró-inflamatórios ou 
ainda monócitos M1, e sua diferenciação pode ser induzida por IFNγ. O segundo é conhecido 
como monócitos/macrófagos alternativamente ativados ou macrófagos anti-inflamatórios ou 
ainda monócitos M2, podem ser estimulados por IL-4 (ST-PIERRE et al., 2016).  
Em humanos e camundongos a ativação de monócitos M1 e M2 pode ser 
identificada pela expressão de marcadores de superfície, como mostra a tabela abaixo: 
 
Tabela 1 – Classificação da ativação de monócitos/macrófagos pela expressão de marcadores 
de superfície  
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 M1 - clássicos M2 - não clássicos 











Em resumo, células M1 estão associadas a doenças auto-imunes e inflamação e 
secretam elevados níveis de citocinas pró- inflamatórias, TNF, IL-1B, IL-6 e IL-12, enquanto 
células M2 são consideradas benéficas na promoção da resposta imune e na recuperação de 
doenças, essas secretam citocinas anti-inflamatórias, IL-10 e TGF-B (ST-PIERRE et al., 2016). 
Simard e colaboradores (2016), em seu trabalho envolvendo células derivadas da 
medula óssea de camundongos, observaram que os nAChRs podem modular o número de 
monócitos pró-inflamatórios na medula óssea, inibindo a sua proliferação e sua viabilidade, 
com maior participação da subunidade α7 e envolvimento da subunidade α9. Além disso, a 
nicotina foi capaz de modular diretamente os monócitos pró-inflamatórios, inibindo sua 
produção e liberação da medula óssea (SIMARD et al., 2016). 
Em um modelo de indução de esclerose múltipla, Jiang e colaboradores (2016) 
forneceram evidências de que o tratamento com nicotina diminui significativamente a 
quantidade de monócitos pró-inflamatórios, derivados da medula, que chegam ao SNC de 
camundongos com esclerose múltipla; a nicotina parece modular a infiltração dessas células 
pela diminuição na produção das quimiocinas CCL2 e CXCL2 no cérebro (JIANG et al., 2016). 
Assim, nAChRs parecem ser importantes alvos moleculares no controle da infiltração de células 












A obesidade alcançou números epidêmicos e acredita-se que isso se deve, em parte, 
pelo consumo de alimentos altamente energéticos, como dietas ricas em gordura saturadas. 
Sabe-se que existem interações entre o sistema imune e o metabolismo de gorduras, sendo que 
as células do sistema imune inato, como os macrófagos, contribuem com a inflamação 
observada em indivíduos que consomem uma dieta hiperlipídica, por meio da liberação de 
citocinas pró-inflamatórias. 
Estudos prévios examinaram a conexão entre obesidade e o desfecho após 
internação por sepse ou outra doença crítica (Sakr et al., 2008; Abhyankar et al., 2012) porém, 
esses estudos envolvem o consumo de dieta hiperlipídica por um longo período. Existem poucas 
informações relacionadas a conexão entre o consumo por um curto prazo de HFD e o risco 
futuro de desenvolvimento de sepse. Além disso, até o momento, não existe na literatura dados 
que indiquem a participação do sistema colinérgico na regulação da resposta imune frente ao 
consumo a curto prazo de uma dieta rica em gorduras com ênfase para o papel do receptor α7 
central no controle da produção e migração de células derivadas da medula óssea.  
Diante disso e dos resultados obtidos em nosso estudo piloto (dados não mostrados), 
nós hipotetizamos que: 
- O consumo de HFD, ainda que por um curto período, pode prejudicar a resposta anti-
inflamatória colinérgica mediada por α7nAChRs; 
- O prejuízo da resposta anti-inflamatória em animais HFD induzidos à sepse pode levar 
a uma ativação exacerbada da resposta pró-inflamatória em tecidos periféricos e central, 
comparados a camundongos que recebem dieta controle padrão. 
- O α7nAChR hipotalâmico controla a migração de células imunes da medula óssea para 







3.  OBJETIVO  
3.1 Objetivo Geral  
 Avaliar a modulação dos componentes da via anti-inflamatória colinérgica pelo 
consumo de dieta hiperlipídica (60% kcal) durante curto período (3 dias), bem como seus 
efeitos sobre a resposta inflamatória e sua correlação com células do sistema imune inato, no 
hipotálamo, tecidos periféricos, macrófagos derivados do peritônio e da medula óssea de 
camundongos com 8 semanas. 
3.2 Objetivos Específicos  
Caracterização metabólica 
Determinar a glicemia de jejum, peso corporal (g) e adiposidade (g) em camundongos 
machos, com 8 semanas de vida antes e após o consumo de dieta controle ou dieta hiperlipídica, 
durante o período de 3 dias. 
 
Análises moleculares em camundongos que receberam dieta controle ou hiperlipídica por 3 
dias 
- Avaliar a distribuição do nAChRα7 no hipotálamo,  
- Analisar no hipotálamo e tecidos periféricos a sinalização anti-inflamatória colinérgica 
(CHRNA7), marcadores pró-inflamatórios e anti-inflamatórios (M1 e M2, respectivamente). 
  
Análise da taxa de sobrevivência em animais SC e HFD após indução de sepse 
- Determinar a taxa de sobrevivência (%) nos dois grupos (SC e HFD) 
 
Análises moleculares em camundongos que receberam dieta controle ou hiperlipídica por 3 
dias e foram desafiados com LPS na presença ou ausência do agonista seletivo do α7 nAChR 
via intraperitoneal (i.p) 
- Analisar, no modelo proposto, a resposta inflamatória após o desafio com dose elevada 




Análises moleculares em camundongos que receberam dieta controle ou hiperlipídica por 3 
dias e foram desafiados com LPS (i.p) na presença ou ausência do agonista seletivo do 
nAChR α7 via intracerebroentricular (icv) 
Analisar no hipotálamo a sinalização anti-inflamatória colinérgica (CHRNA7), 
marcadores inflamatórios (M1) e marcadores anti-inflamatórios (M2), após desafio com LPS 
(i.p) na presença ou ausência de PNU (icv). 
 
Isolamento de macrófagos intraperitoneais de camundongos que receberam dieta controle 
ou hiperlipídica por 3 dias.  
- Analisar nos MØs a sinalização anti-inflamatória colinérgica (CHRNA7), marcadores 
inflamatórios (M1) e marcadores anti-inflamatórios (M2). 
- Avaliar o conteúdo e morfologia de macrófagos derivados do peritônio. 
 
Isolamento de macrófagos derivados da medula óssea de camundongos que receberam dieta 
controle ou hiperlipídica por 3 dias 
- Avaliar o conteúdo total de células isoladas da medula óssea de ambos os grupos. 
- Analisar sinalização anti-inflamatória colinérgica marcadores inflamatórios (M1) e 


















4.  MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Animais e dietas 
Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram realizados de acordo 
com a Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL) e previamente 
aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) (4184-1, ANEXO-A) da 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Camundongos Swiss machos (42 dias de 
idade) foram obtidos a partir da colônia de reprodução da universidade. Eles foram mantidos 
em microisoladores individuais com água e ração padrão ad libitum, em uma sala com 
temperatura controlada (22-24°C) e ciclo claro/escuro (12 horas) até completarem 8 semanas 
de vida (56 dias de idade). Em seguida, foram divididos aleatoriamente em dois grupos: um foi 
alimentado com dieta rica em gordura – HFD (60% de calorias provenientes de gorduras) e o 
outro com ração padrão SC (Nuvilab® CR-1, Nuvital, PR - Brasil). Os animais de ambos os 
grupos foram mantidos com as dietas durante o período de 3 dias. 
Peso Corporal 
O peso corporal (g) dos animais dos dois grupos (HFD e SC) foi avaliado no 
primeiro e no último dia do período experimental. 
 
Extração de tecidos 
Os animais de ambos os grupos foram eutanaziados (ketamina 200mg/kg de peso 
corporal e diazepam 5mg/kg de peso corporal, i.p) e sacrificados para coleta do hipotálamo, 
baço e fígado e isolamento das células do peritônio e medula óssea. Além disso, os tecidos 
adiposos retroperitoneal e epididimal foram coletados e pesados para avaliar o peso relativo 
(%). 
 
Desafio com LPS- indução de inflamação 
No último dia do período experimental, animais dos grupos SC e HFD receberam 
uma dose elevada (12mg/kg de peso, i.p) de lipopolissacarídeos provenientes de Escherichia 
coli (LPS) (L2630-Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Após 2 horas de estímulo, os animais 






Desafio com LPS- dose elevada e estímulo com PNU (i.p) 
No último dia do período experimental, animais dos grupos SC e HFD receberam 
uma dose elevada (12mg/kg de peso, i.p) de lipopolissacarídeos provenientes de Escherichia 
coli- cepa O111:B4 (LPS) (L2630-Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), conforme proposto 
por Scottt et al., 2005. Após 80 min do desafio com LPS, os camundongos de ambos os grupos 
receberam um estímulo com PNU (3mg/kg de peso, i.p) (PNU 282987-Sigma- Aldrich, St 
Louis, MO, USA), agonista seletivo do α7nAChR. 40 min após o estímulo com PNU, os 
animais foram eutanaziados e os tecidos coletados, como descrito anteriormente.  
 
Desafio com LPS- indução de inflamação (i.p) e estímulo com PNU (icv) 
Camundongos anestesiados foram posicionados no aparelho (Stoelting) para 
realização de cirurgia estereotáxica, após tricotomia da região craniana. A seguir, o periósteo 
foi divulsionado e com a calota craniana exposta foi vizualizado o bregma. A partir deste, as 
coordenadas utilizadas para a implantação da cânula no ventrículo lateral foram Antero-
posterior: -0,34, Lateral: -1, Dorso-ventral: -2,2. Obedecendo-se coordenadas estereotáxicas 
estabelecidas através do Atlas de Coordenadas Estereotáxicas para camundongos (PAXINOS; 
WATSON, 2012).  Depois da trepanação da calota craniana com o auxílio da broca 
odontológica esférica, acoplada a um motor, a cânula foi implantada e fixada ao crânio com 
cimento acrílico polimerizante. Os animais foram mantidos em caixas de microisolador (1 
animal/caixa) durante 6 dias para recuperação da cirurgia, para assim serem submetidos ao teste 
de angiotensina e tratamento farmacológico. 
Após o teste da angiotensina os animais foram separados em grupos da seguinte 
maneira: grupo controle salina (SC-s), grupo controle DMSO (SC-d), grupo controle LPS (SC-
LPS), grupo controle LPS e PNU (SC-LPS+PNU), grupo hiperlipídico salina (SC-s), grupo 
hiperlipídico DMSO (HFD-DMSO), grupo hiperlipídico LPS (HFD-LPS), grupo hiperlipídico 
LPS e PNU (HFD-LPS+PNU). 
O desafio com LPS foi realizado como descrito acima. Já o tratamento com PNU 
foi administrado intracerebroventricular 80 minutos depois do LPS. Após o total de 2 horas de 








Desafio com LPS – dose letal e estímulo com PNU icv 
No terceiro dia de dieta, camundongos dos grupos SC e HFD foram subdivididos 
conforme a figura abaixo e receberam uma dose letal de LPS (30mg/kg de peso, i.p).(Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), conforme descrito previamente por Sun et al. (2013) ou uma 
dose letal de LPS e estímulo intracerebroventricular com o agonista do receptor PNU (foi 
injetado 3µL de uma solução a 1,5x10-5 mol/L) (PNU282987-Sigma- Aldrich, St Louis, MO, 
USA). A taxa de sobrevivência foi observada a cada 2 horas. 
 
Figura 5. Indução de sepse.  Acima, método para indução de sepse com dose letal de LPS e 
abaixo método para indução de sepse com dose letal de LPS mais estímulo 
intracerebroventricular com o agonista PNU. 
  
Tratamento dos animais, Isolamento e Cultura de Macrófagos Intraperitoneais 
 Para avaliação da ativação de macrófagos, camundongos Swiss (8 semanas) 
foram inoculados pela via intraperitoneal (i.p) com tioglicolato (2 ml/animal) (Sigma Aldrich, 
Inglaterra), neste mesmo dia os animais foram divididos em 2 grupos, um deles recebeu dieta 
SC e o outro HFD, aguardou-se um período de 3 dias após o tioglicolato para completa 
elicitação de macrófagos. Após esse período, as células presentes no compartimento peritoneal 
foram coletadas por meio de lavagem peritoneal com 10 mL de PBS estéril. Essas células foram 
contadas em hemocitômetro e plaqueadas em triplicata (2x106), colocadas em cultura em meio 
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute; Invitrogen Carlsbad, CA, USA) suplementado 
com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen) e 1% de penicilina (100 U/mL)/ estreptomicina (100 
µg/mL) (Invitrogen), por 2 h em estufa à 37ºC de temperatura, em atmosfera contendo 5% de 
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CO2 e 95% de umidade, em placas de 6 poços para que os macrófagos fossem enriquecidos por 
aderência. Após este período, o meio RPMI foi trocado para remoção de células não aderentes. 
Aguardou-se um período de 24 horas para a coleta dessas células com Trizol®, para posterior 
análise do conteúdo de mRNA de 7Chrna e marcadores de macrófagos. 
Já para a avaliação do conteúdo de alpha 7 e característica morfológica, as células 
foram fixadas com PFA 4% e incubadas com anticorpos monoclonais para CHRNA7 1:100 (bs-
1049R, Bioss Inc.,Woburn, MA, USA)  e F4/80 1:200 (ab-6640, Abcam, Cambridge, MA, 
USA). Como anticorpos secundários foram utilizados Donkey anti-rabbit IgG Alexa 488 
conjugate 1:1000 (A21208, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e Goat to rat - Cy3 1:1000 (ab-
6953, Abcam, Cambridge, MA, USA), respectivamente. TOPRO3 1:1000 foi utilizado como 
marcador nuclear (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). 
 
 
Figura 6. Método para elicitação e isolamento de macrófagos derivados do peritônio (lavado 
peritoneal). 
 
Isolamento e Cultura de Células derivadas da medula óssea 
Células da medula óssea (CMOs) do fêmur e tíbia de camundongos SC e HFD 
foram isoladas conforme método proposto na literatura (Amend et al., 2016). CMOs foram 
solubilizadas em meio RPMI 1640 suplementado. Logo em seguida, as células foram 
quantificadas em hemocitômetro Countess (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), para 
determinação do número absoluto de células da medula utilizando Tripan Blue (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA) para análise de viabilidade celular. 
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Essas células foram mantidas em cultura por 7 dias em meio RPMI 1640 (Roswell 
Park Memorial Institute; Invitrogen Carlsbad, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal 
bovino (Invitrogen) e 1% de penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 µg/mL) (Invitrogen), 
em estufa a 37ºC de temperatura, em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. Então, 
as células foram lavadas com PBS e as células aderentes removidas com tripsina, contadas e 
mantidas em placas de 6 poços (2x 10 5 células/mL) por 24 horas para aderência de macrófagos. 
Essas células foram coletadas com Trizol para análises posteriores por qRT-PCR. 
Células de ambos os grupos também foram fixadas com PFA 4% para análise 
morfológica de macrófagos por imunofluorescência. As marcações foram realizadas com o 
anticorpo primário F4/80 1:200 (ab-6640, Abcam, Cambridge, MA, USA) e com o anticorpo 
secundário Goat to rat - Cy3 1:1000 (ab-6953, Abcam, Cambridge, MA, USA). TOPRO3 
1:1000 foi utilizado como marcador nuclear (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). 
 
Figura 7. Método para isolamento de células derivadas da medula óssea. 
 
Análise por Real Time PCR 
O RNA total do hipotálamo, fígado e baço, bem como dos Macrófagos derivados 
do peritôneo e da medula óssea, foi extraído usando o reagente Trizol® (Invitrogen 
Corporation, CA, EUA) de acordo com as recomendações do fabricante. O RNA total foi 
quantificado em um Nanodrop ND-2000 (Thermo Electron,WI, EUA). A transcrição reversa 
foi realizada com 3 μg de RNA total e um kit de alta capacidade para transcrição reversa- cDNA 
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(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA). A expressão relativa foi determinada 
utilizando o sistema de detecção Taqman e primers para os genes-alvo: Mm00443258_m1 para 
Tnf-α; Mm00434228_m1 para Il-1β; Mm00456428_m1 para ADAM17;  Mm00446190_m1 
para Il-6;  Mm 01288386_m1 para Il-10; Mm00436450_m1 para Cxl2; Mm00441242_m1 para 
Ccl2; Mm00657889_mH para Chil3; Mm01312230_m1 para Chrna7; Mm00475921_g1 para 
Ap2a1 (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) e GAPDH foi utilizado como 
controle endógeno (4352339E mouse GAPD, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, 
USA). Cada PCR continha 20ng de cDNA. A expressão gênica foi quantificada por PCR em 
tempo real, realizada na plataforma ABI Prism 7500 Fast. Os dados foram analisados utilizando 
Sequence Detection System 2.0.5 (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) e 
expressos com valores relativos determinados pelo ciclo de limiar comparativo (Ct) método 
(2−Δ Δ Ct) de acordo com as recomendações do fabricante. 
 
Análises por Western Blot 
Amostras do hipotálamo, fígado e baço foram homogeneizadas em tampão gelado 
previamente preparado (10mM EDTA; 100mM Tris, pH 7.4; 100mM pirofosfato de sódio; 
10mM fluoreto de sódio; 10mM ortovanadato de sódio; 2mM PMSF; 0.01mg/mL aprotinina; 
1% (v/v) Triton X-100). O material insolúvel foi removido por centrifugação (11.500 rpm) 
durante 30 min a 4°C. A concentração de proteína do sobrenadante foi determinada pelo método 
de ligação de corante de Bradford (1976). O sobrenadante foi diluído em tampão Laemmli e 
fervido por 5 minutos antes da separação por SDS-PAGE usando um mini aparato para gel (Bio 
Rad, Richmond, CA, USA). A eletrotransferência das proteínas do gel para a membrana de 
nitrocelulose foi realizada durante 90 minutos a 120V (constante). As membranas de 
nitrocelulose foram incubadas com anticorpos específicos. Os anticorpos primários utilizados 
foram:  CHRNA7 (1:500, bs-1049R) obtido da Bioss Inc. (Woburn, MA, USA); NF-ĸB (1:500, 
#3032) obtidos da Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA); e STAT3 (1:500, sc-482) 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); o controle endógeno foi: GAPDH (1:1000, 
sc-25778) obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Após o período de 
incubação com os anticorpos específicos, as membranas foram incubadas com anticorpo 
secundário conjugado HRP-conjugated secondary antibodies (KPL, Gaithersburg, MD, USA). 
As proteínas reconhecidas pelo anticorpo secundário foram detectadas por SuperSignalTM 
West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e 
visualizadas pela exposição das membranas em fotodocumentador.  As intensidades das bandas 
foram quantificadas por densitometria óptica utilizando Scion Image Software (ScionCorp, 
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MD, USA). As intensidades das bandas foram normalizadas por GAPDH (Benatti et al., 2014; 
Melo et al., 2014). 
 
Imunofluorescência 
Animais de ambos os grupos (SC e HFD) foram anestesiados, em seguida procedeu-
se perfusão cardíaca com 4% de paraformaldeído – PFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 
Os cérebros foram extraídos e fixados em PFA 4%. Em seguida, os tecidos foram incorporados 
em Tissue-Tek (Sakura, Torrance, CA, USA), congelados e seccionados em cortes coronarianos 
de 15μm. Os cortes foram incubados com solução de bloqueio (1% BSA; Sigma-Aldrich, 
St.Louis, MO, USA) for 90 min.  Em seguida, eles foram incubados com anticorpos específicos 
durante 12h. Os anticorpos primários utilizados foram: CHRNA7 1:75 (bs-1049R, Bioss Inc., 
Woburn, MA, USA), F4/80 1:200 (ab-6640, Abcam, Cambridge, MA, USA) e GFAP 1:1000 
(sc-6170, Santa Cruz, CA, USA). Como anticorpos secundários foram utilizados Donkey anti-
rabbit IgG Alexa 488 conjugate 1:500 (A21208, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), Goat to rat - 
Cy3 1:1000 (ab-6953, Abcam, Cambridge, MA, USA) e Goat anti-mouse IgG Alexa 594 
conjugate 1:500 (A21208, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) , respectivamente. TOPRO3 1:1000 
foi utilizado como marcador nuclear (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Os cortes foram 
visualizados em microscópio confocal TCS SP5 II Leica (Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, 
Germany).  
O software Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/) foi utilizado para contagem 
automática de células. 
 
Análises Estatísticas 
Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão da média (S.E.M). Os 
dados foram analisados usando o teste t de Student após a confirmação da distribuição normal 
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. A análise unidirecional de variância (ANOVA) seguida de 
múltiplas comparações entre grupos usando o teste post-hoc de Tukey foi usada quando 
diferenças entre mais de dois grupos foram analisadas. O teste log-rank foi utilizado para a 
análise da taxa de sobrevivência. A significância estatística para todas as análises foi 
estabelecida em p <0,05. Todas as comparações estatísticas foram realizadas utilizando 






5.  RESULTADOS 
 
Estudo de “time course”, caracterização metabólica e sinalização colinérgica 
Inicialmente realizamos um estudo de time course para avaliar o tempo de dieta a 
ser usado nas análises subsequentes. Camundongos Swiss machos com 8 semanas de vida foram 
submetidos a diferentes períodos (3 dias, 5 semanas e 16 semanas) de consumo de dieta 
hiperlipídica contendo 60% de kcal proveniente de gorduras. Após este período, o conteúdo 
proteico de CHRNA7 no hipotálamo foi avaliado por western blot. Como pode ser observado 
na Figura 8 A-C, o conteúdo proteico de CHRNA7 no hipotálamo de animais que consumiram 
dieta HFD foi significativamente reduzido nos tempos de 3 dias e 5 semanas. A partir deste 
estudo o tempo mais curto (3 dias) foi escolhido para as demais análises. Como pode ser 
observado na figura 8D os níveis hipotalâmicos de RNAm para CHRNA7 também foi 
significativamente reduzido.  
Complementarmente, analisamos a ativação hipotalâmica da STAT3, uma 
importante cascata de sinalização que está associada a ativação de α7nAChR. Observamos 
menor conteúdo proteico de pstat3 no hipotálamo de animais HFD comparados ao SC 
(Suplementar 1).  
  Estes resultados nos sugerem que a dieta pode estar modulando a resposta anti-








Figure 8. CHRNA7 time course analysis. The protein content of CHRNA7 in the hypothalamus of mice fed 
standard chow diet (SC) or high fat diet (HFD) during (A) 3 days (SC, n=4 and HFD, n=4), (B) 5 weeks (SC, n=4 
and HFD, n=4) and (C)16 weeks (SC, n=4 and HFD, n=4); D. The mRNA levels of 7nAChR in the hypothalamus 
of mice fed SC or HFD during 3 days (SC, n=5 and HFD, n=5).  The bars represent the mean ± SEM. * Means 
significantly different by   unpaired t tests (p<0,05). 
 
Adicionalmente, nós realizamos uma imunofluorescência mostrando uma marcada 
redução de α7nAChR no hipotálamo de camundongos que consumiram HFD comparados ao 












Figure 9. Hypothalamic CHRNA7 Confocal Images.  A.Confocal images illustrating CHRNA7+ cells (green) 
and nuclear labeling with TO-PRO3® (blue), performed from coronal sections (15µm) of mice brain  from male 
mice fed with SC  or HFD (3 days), and; B. Quantification of the numbers of  CHRNA7+ cells in the ARC of mice 
fed with SC (SC=05) or HFD (HFD=05). V3, Third ventricle. The bars represent the mean ―SEM * Means 
significantly different by unpaired t tests (*p<0.05). Scalebars: 50µm. 
 
Para caracterizar metabolicamente o modelo após 3 dias de HFD avaliamos o ganho 
de peso corporal, a glicemia de jejum e a massa de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal 
relativas ao peso. Como pode ser observado na figura Fig.10. A-D, nenhuma diferença foi 
observada entre os grupos. 
 
 
Figure 10. Metabolic characterization- body weight, fasting glucose and fat mass of mice fed SC or HFD for 
3 days. A. Body weight (g) of mice fed standard chow diet (SC) or high fat Diet (HFD) (SC, n=5 and HFD, n=5) 
during 3 days; B. Fasting glucose (mg/dL) of mice  fed standard chow diet (SC) or high fat Diet (HFD) (SC, n=5 
and HFD, n=5) during 3 days; C. Relative weight (%) of epididymal fat of mice  fed standard chow diet (SC) or 
high fat Diet (HFD) (SC, n=5 and HFD, n=5) during 3 days; D. Relative weight (%) of retroperitoneal fat of 
mice  fed standard chow diet (SC) or high fat Diet (HFD) (SC, n=5 and HFD, n=5) during 3 days. 
 
Adicionalmente também avaliamos o conteúdo proteico e RNAm para CHRNA7 
no baço e fígado.  O baço de camundongos HFD apresentou reduzido nível de RNAm 
comparado ao grupo SC (p<0,05), mas não observamos diferença no conteúdo proteico (Fig.11. 
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A, C). Por outro lado, o fígado apresentou significativa redução do conteúdo proteico e de 















Figure 11. 7nAChR and CHRNA7 content in the peripheral tissues. A. Protein content of  CHRNA7 B. mRNA 
levels of  7nAChR (SC, n=5 and HFD, n=5); in the spleen  of mice  fed standard chow diet (SC) or high fat diet 
(HFD) during 3 days (SC, n=4 and HFD, n=4); C. Protein content of CHRNA7 D. mRNA levels of  7nAChR (SC, 
n=5 and HFD, n=5); in the liver of mice  fed standard chow diet (SC) or high fat Diet (HFD) during 3 days. The 
bars represent the mean ± SEM. * Means significantly different by unpaired t tests (p<0,05). 
 
Um importante regulador da transcrição do receptor α7nAChR é a proteína 2α (AP-
2α) que pode se ligar a região promotora do gene Chrna7 (Finlay-Schultz et al., 2011).  Essa 
proteína pode ainda atuar como limitadora da proteína peroxisome proliferator-activated 
receptor β/γ (PPAR β/γ) (Thompson et al., 2004). Logo, quando há a ativação da via colinérgica 
a expressão de AP-2α é inibida e consequentemente os níveis de PPARγ aumentam. Porém, no 
hipotálamo, baço e fígado de camundongos que consumiram HFD por 3 dias não houve 








Figure 12. mRNA levels of CHRNA7 transcription factors. The mRNA levels of AP-2α A. in the hypothalamus 
(SC, n=5 and HFD, n=5), B. spleen (SC, n=5 and HFD, n=5) and C. liver (SC, n=5 and HFD, n=5); the mRNA 
levels of PPAR-γ D.in the hypothalamus (SC, n=5 and HFD, n=5), E. spleen (SC, n=5 and HFD, n=5) and F. liver 
(SC, n=5 and HFD, n=5) of mice fed standard chow diet (SC) or high fat diet (HFD) during 3 days. The bars 
represent the mean± SEM. 
 
Perfil inflamatório hipotalâmico após HFD 
Para caracterizar a inflamação hipotalâmica, em nosso modelo experimental, 
realizamos uma imunofluorescência. A dieta rica em gordura a curto prazo levou a um aumento 
dos marcadores de células gliais F4/80 no núcleo arqueado (ARC) e eminência média (ME) 
(Fig.13. A-D) e GFAP no ARC (Fig.13. E-F).  Interessantemente, observamos um aumento do 
número de neurônios maduros (células NeuN+) no ARC de camundongos HFD comparados ao 


















Figure 13. The rapid onset of hypothalamic inflammation after short-term HFD. A. Confocal images 
illustrating F4/80+ cells (red) and nuclear labeling with TO-PRO3® (blue) in the ARC, performed from coronal 
sections (15µm) of mice brain from male mice fed with SC or HFD (3 days); B. Quantification of the numbers of 
F4/80+ cells in the ARC of mice fed with SC (SC=05) or HFD (HFD=05). C. Confocal images illustrating F4/80+ 
cells (red) and nuclear labeling with TO-PRO3® (blue) in the ME, performed from coronal sections (15µm) of 
mice brain from male mice fed with SC or HFD (3 days); D. Quantification of the numbers of F4/80+ cells in the 
ME of mice fed with SC (SC=05) or HFD (HFD=05). C. Confocal images illustrating F4/80+ cells (red) and 
nuclear labeling with TO-PRO3® (blue) in the ME, performed from coronal sections (15µm) of mice brain  from 
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male mice fed with SC  or HFD (3 days); E. Confocal images illustrating GFAP+ cells (red) and nuclear labeling 
with TO-PRO3® (blue) in the ARC, performed from coronal sections (15µm) of mice brain  from male mice fed 
with SC  or HFD (3 days) F. Quantification of the numbers of  GFAP+ cells in the ARC of mice fed with SC 
(SC=05) or HFD (HFD=05). V3, Third ventricle; ARC, Arcuate nucleus; ME, Median eminence. The bars 
represent the mean ―SEM * Means significantly different by unpaired t tests (*p<0.05). Scalebars: 50µm. 
 
Além disso, avaliamos os níveis de RNAm dos marcadores M1 e M2. O nível de 
marcador M1 (Chemokine (C-C motif) ligand 2 [CCL2]) foi diferente entre HFD e SC 
(Fig.14.A), não houve diferença nos níveis das citocinas pró-inflamatórias, TNF-α, ADAM-17, 




Figure 14. M1 markers- Chemokine and Cytokines levels in the hypothalamus after HFD. A. mRNA levels 
of  Ccl2 (SC, n=05 and HFD, n=05); B.) mRNA levels of  Adam17 (SC, n=05 and HFD, n=05); C. mRNA levels 
of  Tnf  (SC, n=05 and HFD, n=05), and; D. mRNA levels of Il-1β (SC, n=05 and HFD, n=05); E. mRNA levels 
of Il-6 (SC, n=05 and HFD, n=05)  ) in the hypothalamus of mice fed standard chow diet (SC) or high fat diet 
(HFD) during 3 days. The bars represent the mean ± S.E.M.  
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Por outro lado, houve  um aumento do conteúdo protéico de NFkB, envolvido na 
transdução do sinal inflamatório (Fig.15.B) e da proteína STAT3 (Fig.15.A); além, de uma 
diminuição no nível de RNAm de marcadores M2 (Chitinase-like 3 [Chil3]) (p <0,01) e IL10 
(p <0,06 ) (Fig.16.C-D) no hipotálamo de camundongos HFD em comparação com os níveis 
correspondentes no SC.  
Figure 15. Inflammatory proteins content in the hypothalamus after HFD. A. Protein content of STAT3 (SC, 
n=4 and HFD, n=4); B. Protein content of NFκB (SC, n=4 and HFD, n=4) in the hypothalamus of mice fed standard 
chow diet (SC) or high fat Diet (HFD) during 3 days. The bars represent the mean S.E.M. * Means signifigantly 
different by unpaired t tests (*p<0,05). 
 
 
Figure 16. M2 markers – Anti- Inflammatory chemokine and cytokine levelss in the hypothalamus after 
HFD. A. mRNA levels of Chil3 (SC, n=05 and HFD, n=05), and; B. mRNA levels of Il-10 (SC, n=05 and HFD, 
n=05) in the hypothalamus of mice fed standard chow diet (SC) or high fat diet (HFD) during 3 days. The bars 





Perfil inflamatório periférico - baço e fígado - após HFD 
Para investigar se o consumo de HFD por 3 dias também impacta a inflamação em 
tecidos periféricos, nós avaliamos o conteúdo proteico de NFκB e STAT3. O conteúdo de NFκB 
e STAT3 foram maiores no baço de camundongos HFD comparados ao grupo SC (Fig.17.A-
B), no fígado nenhuma diferença foi observada (Fig.17.C-D).  
 
Figure 17. Inflammatory proteins content in the peripheral tissues after HFD. A. Protein content of STAT3 
(SC, n=4 and HFD, n=4); B. Protein content of NFκB (SC, n=4 and HFD, n=4) in the spleen of mice fed standard 
chow diet (SC) or high fat Diet (HFD) during 3 days.  C. Protein content of STAT3 (SC, n=4 and HFD, n=4); D. 
Protein content of NFκB (SC, n=4 and HFD, n=4) in the liver of mice fed standard chow diet (SC) or high fat Diet 
(HFD) during 3 days. The bars represent the mean S.E.M. * Means signifigantly different by unpaired t tests 
(*p<0,05). 
 
Como as amostras do baço e do fígado exibiram uma expressão reduzida da proteína 
chave da via antiinflamatória colinérgica e níveis mais altos de NFĸB (baço), nós avaliamos a 
liberação de marcadores inflamatórios (M1) e anti-inflamatórios (M2) nesses tecidos. 
Os níveis de RNAm do marcador M1 IL1β foram maiores no baço e fígado do 
grupo HFD (Fig. 18.D, I), enquanto o RNAm da quimiocina CCL2 e da metaloproteinase 
Adam17 apresentaram-se maiores apenas no fígado do grupo HFD comparado ao SC (Fig.18. 
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F,G). Já para as outras citocinas pró-inflamatórias analisadas, nenhuma diferença foi observada 




Figure 18. M1 markers- Chemokine and Cytokines levels in the peripheral tissues after HFD. A. mRNA 
levels of  Ccl2 (SC, n=05 and HFD, n=05); B.) mRNA levels of  Adam17 (SC, n=05 and HFD, n=05); C. mRNA 
levels of  Tnf  (SC, n=05 and HFD, n=05), and; D. mRNA levels of Il-1β (SC, n=05 and HFD, n=05); E. mRNA 
levels of Il-6 (SC, n=05 and HFD, n=05)  ) in the spleen of mice fed standard chow diet (SC) or high fat diet (HFD) 
during 3 days. F. mRNA levels of  Ccl2 (SC, n=05 and HFD, n=05); G. mRNA levels of  Adam17 (SC, n=05 and 
HFD, n=05); H. mRNA levels of  Tnf  (SC, n=05 and HFD, n=05), and; I. mRNA levels of Il-1β (SC, n=05 and 
HFD, n=05); J. mRNA levels of Il-6 (SC, n=05 and HFD, n=05)  ) in the liver of mice fed standard chow diet (SC) 
or high fat diet (HFD) during 3 days. The bars represent the mean ± S.E.M. Means signifigantly different by 




Os níveis dos marcadores M2 também foram analisados, o RNAm de Chil3 
apresentou-se menor no baço e fígado de camundongos HFD (Fig.19. A, C). Por outro lado, 




Figure 19. M2 markers – Anti- Inflammatory chemokine and cytokine levelss in peripheral tissues after 
HFD. A. mRNA levels of Chil3 (SC, n=05 and HFD, n=05), and; B. mRNA levels of Il-10 (SC, n=05 and HFD, 
n=05) in the spleen of mice fed standard chow diet (SC) or high fat diet (HFD) during 3 days. C. mRNA levels of 
Chil3 (SC, n=05 and HFD, n=05), and; D. mRNA levels of Il-10 (SC, n=05 and HFD, n=05) in the liver of mice 
fed standard chow diet (SC) or high fat diet (HFD) during 3 days The bars represent the mean ± S.E.M. * Means 
signifigantly different by unpaired t tests (* p<0,05; **p<0,01). 
 
Resposta inflamatória exacerbada  
Para determinar se o consumo de dieta hiperlipídica por um curto período leva a 
uma resposta inflamatória exacerbada e compreender o papel do α7nAChR no controle da 
resposta imune inata, nós avaliamos a resposta inflamatória no hipotálamo, baço e fígado após 
o desafio com uma dose elevada de LPS (12mg/kg, i.p) ou uma dose elevada de LPS (12mg/kg, 
i.p) associada ao agonista do receptor α7 PNU-282987 (3mg/kg i.p). Como ilustrado na figura 
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20 os níveis de RNAm de TNFα, IL1β e IL6 nos 3 tecidos analisados, aumentaram 
significativamente nos grupos SC e HFD após o desafio com LPS, sendo que este aumento foi 
maior no grupo HFD comparado ao SC. Interessantemente, quando utilizamos o PNU os níveis 
de RNAm, dessas mesmas citocinas, diminuíram significativamente nos grupos SC e HFD. 
Além disso, outro modelo de sepse foi utilizado para mostrar maior susceptibilidade 
à inflamação hipotalâmica em camundongos alimentados com HFD, em comparação com 
camundongos alimentados com SC. Após a cirurgia CLP, os níveis de RNAm hipotalâmico de 
CCL2, CX3CL1, IL-1β, TNFα e IL-6 foram significativamente aumentados em camundongos 
alimentados com HFD, em comparação com camundongos alimentados com SC. Por outro 
lado, os níveis de mRNA de IL-10 e Chil3 foram reduzidos em camundongos alimentados com 
HFD, em comparação com camundongos alimentados com SC, sugerindo danos ao mecanismo 




Figure 20. Cytokines levels in the hypothalamus and peripheral tissues after i.p. LPS challenge and PNU 
stimulus. A. mRNA levels of  Tnf (SC, n=05 and HFD, n=05); B. mRNA levels of Il-1β (SC, n=05 and HFD, 
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n=05); C. mRNA levels of Il-6  (SC, n=05 and HFD, n=05) in the hypothalamus; D. mRNA levels of  Tnf (SC, 
n=05 and HFD, n=05); E. mRNA levels of Il-1β (SC, n=05 and HFD, n=05); F. mRNA levels of Il-6  (SC, n=05 
and HFD, n=05) in the spleen, and; G. mRNA levels of  Tnf (SC, n=05 and HFD, n=05); H. mRNA levels of Il-
1β (SC, n=05 and HFD, n=05); I. mRNA levels of Il-6  (SC, n=05 and HFD, n=05) in the liver of mice fed standard 
chow diet (SC) or high fat diet (HFD) during 3 days and were injected intraperitoneally with  high dose of LPS 
(12mg/kg)  and stimulated with PNU (3mg/kg). The bars represent the mean ± S.E.M. *Means significantly 
different by one way anova (* p<0,05; **p<0,01; #p<0,05; §p<0,05). 
 
Como as citocinas inflamatórias apresentaram-se exacerbadas após o desafio com 
LPS e o PNU foi suficiente para recuperar a resposta imune,  nós avaliamos a resposta anti-
inflamatória mediada por α7nAChR. Conforme ilustrado  na figura 21. A expressão de 
α7nAChR foi significantemente menor no hipotálamo e fígado após o LPS tanto no grupo SC 
como no HFD; destacamos uma acentuada redução nos níveis de RNAm de α7nAChR no 
hipotálamo do grupo SC  após LPS . Entretanto, o estímulo com PNU recuperou a resposta anti-
inflamatória mediada por α7nAChR (Fig.21. A,C). Em conjunto, estes resultados sugerem que 
α7nAChR é essencial para o restabelecimento da resposta imune nessas condições. 
Figure 21. CHRNA7 levels in the hypothalamus and peripheral tissues after i.p. LPS challenge and PNU 
stimulus.   A. mRNA levels of Chrna7 (SC, n=05; SC-LPS, n=4; SC-LPS+PNU, n=4; HFD, n=05; HFD-LPS, 
n=5; HFD-LPS+PNU, n=5) in the hypothalamus; B. in the spleen; C. in the liver, of mice fed standard chow diet 
(SC) or high fat diet (HFD) during 3 days and were injected intraperitoneally with LPS (12mg/kg) and stimulated 
with PNU (3mg/kg). The bars represent the mean ± S.E.M. *Means significantly different by one way anova 






Suscetibilidade ao desenvolvimento da sepse após LPS ou CLP 
O α7nAChR desempenha um papel importante na redução da gravidade da sepse. 
Para identificar se os camundongos alimentados com HFD são mais propensos a desenvolver 
sepse, as curvas de sobrevivência de camundongos alimentados com SC e alimentados com 
HFD por curto prazo foram comparadas após uma dose letal de LPS (30 mg / kg; i.p.) ou uma 
dose letal de LPS (30mg/kg, i.p) associada ao estímulo intracerebroventricular com PNU 
(/animal, icv) e foram observados a cada 2h.  O consumo de HFD a curto prazo reduziu 
significativamente a sobrevivência após o desafio com LPS, e os camundongos alimentados 
com HFD morreram significativamente mais rapidamente (p <0,001) quando comparados com 
os camundongos alimentados com SC. Em contrapartida, o estímulo com PNU foi capaz de 
controlar a resposta inflamatória elevando a taxa de sobrevivência. (Fig. 22). Considerando que 
a cirurgia de ligadura e punção cecal (CLP) é o protocolo considerado “padrão ouro” para 
indução de sepse, nós comparamos a curva de sobrevivência de animais que consumiram SC 
ou HFD e foram induzidos à sepse por CLP. Semelhantemente, animais que consumiram HFD 
morreram mais rapidamente após a CLP comparados ao grupo SC (Suplementar 3). Esses 
resultados indicam que o consumo da dieta hiperlipídica, por um curto período, acarreta um 
prejuízo no mecanismo de defesa mediado pelo receptor α7, tornando esses camundongos mais 
propensos ao desenvolvimento da sepse. 
 
Figure 22. Survival rate following LPS. Swiss male mice (8 weeks) were treated with standard chow diet (SC) 
or high fat diet (HFD) during 3 days. A lethal dose of LPS (30 mg/kg) was then administered via intraperitoneal. 
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Or a lethal dose of LPS was administered i.p and an agonist was used icv (5 μM/mouse) The survival rate was 
recorded every 2h. Results are mean ±S.E.M (SC-lps, n=7 opened circles and HFD-lps, n=7 closed circles; SC-
lps+pnu, n=5 opened squares and HFD-lps+pnu, n=5 closed squares), ***p <0,0001 logrank test. 
 
Sinalização entre SNC e Macrófagos da periferia 
Com base nos primeiros resultados, nós focamos em compreender a dinâmica da 
sinalização entre o cérebro e células derivadas da medula óssea. Nossa hipótese baseou-se em 
alterações nas interações imunes no hipotálamo de animais HFD mediada pela deficiência da 
subunidade α7. A importância desta sinalização, no controle da resposta imune no SNC foi 
demonstrada pela diminuição da liberação de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas 
associadas ao processo de infiltração de macrófagos, em animais HFD, desafiados com uma 
dose elevada de LPS e estimulados com o agonista do receptor α7 via intracerebroventricular 
(Fig. 23). Os resultados relacionados a fratalquina CX3CL1 e a quimiocina CCL2 (Fig. 23. A, 
B) são indicativos da participação do receptor α7 central, no controle da migração de células 
derivadas da medula. 
O estímulo icv com PNU foi positivo na diminuição das citocinas pró-inflamatórias 
Tnf, IL1β e IL6, aumentadas após o desafio com LPS. 
 
Figure 23. Chemokines and cytokines levels in the hypothalamus after i.p. LPS challenge and icv PNU 
stimulus. A. mRNA levels of Cx3cl1, B. mRNA levels of CCL2. C. mRNA levels of tnf and D. mRNA levels of 
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Il1β, E. mRNA levels of Il6 on hypothalamus. Means ± S.E.M are significantly different by one way anova (* 
p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; #p<0,05; ##p<0,01; ### p<0,001; §p<0,05). 
 
α7nAChRs são expressos em macrófagos e têm um importante papel no sistema 
imune inato, controlando a ativação e proliferação de macrófagos. Neste sentido 
macrófagos derivados do peritônio e da medula óssea foram isolados a partir de animais SC e 
HFD. O total de células derivadas da medula foi quantificado e, interessantemente o total de 
células provenientes de camundongos que ingeriram HFD, foi significativamente menor 
(p<0,05) comparado ao grupo SC (Fig 24), sinalizando que a ativação constante do sistema 













Fig 24. Effect of short-term high- fat diet consumption on total Bone Marrow derived cells. Quantification 
of the number of cells isolated from both long-bones of mice (SC, n=6; HFD, n=6). The bars represent the mean 
± S.E.M. * Means signifigantly different by unpaired t tests (**p<0,01). 
 
Em seguida, nós identificamos a presença do α7nAChR nas células isoladas da 
medula óssea e do peritônio, por dupla marcação com F4/80, por imunofluorescência, sugerindo 
que essas células eram macrófagos (Fig.25.A-B). A quantificação de CHRNA7 e F4/80 foi 
realizada em células derivadas do peritônio, porém não houve diferença entre os grupos SC e 












Figure 25. CHRNA7 and F4/80 labeling from primary culture of bone marrow and intraperitoneal derived 
cells. A. Representative murine bone marrow-derived macrophages expressing F4/80+ cells (red) and CHRNA7+ 
cells (green), were visualized utilizing fluorescence microscopy. BMDMs were fixed, permeabilized, and stained 
with DAPI for nuclear visualization. B.Confocal images of isolated intraperitoneal macrophages from male mice 
fed with SC and HFD (3 days) illustrating CHRNA7+ cells (green), F4/80+ cells (red) and nuclear labeling with 
TO-PRO3® (blue); C. Quantification of the numbers of CHRNA7+ cells, and; D. Quantification of the numbers 
of  F4/80 + cells in the intraperitoneal isolated cells (SC, n=04) and (HFD, n=04). Cells were plated at 1.0 × 107 cells 
per well on glass coverslips in complete media to observe expression. Field was imaged using a 40x objective. 
The bars represent the mean ± S.E.M. 
 
Posteriormente, MØs derivados do peritônio e da medula óssea foram 
caracterizados com relação aos níveis de RNAm de α7nAChR (Fig.26. A-B) e quimiocinas 
(Fig.27. A-H). Houve diferença significativa (p<0,05), apenas no conteúdo de RNAm de α7 
nAChR de macrófagos derivados da medula óssea (Fig.26 B). Já com relação às quimiocinas, 
houve um aumento dos níveis de RNAm de Cx3cl1, Cxcl2 e Ccl2 em macrófagos derivados do 
peritônio (Fig. 27. A-C) e aumento dos níveis de Cx3cl1 e Cxcl2 nos macrófagos derivados da 
medula óssea (Fig. 27.  E-F). Menores níveis do marcador anti-inflamatório Chil3 foram 







Figure 26. Characterization of Chrna7 levels in bone marrow (BMDMs) and intraperitoneal (MØs) derived 
macrophages. mRNA levels of Chrna7 (SC, n=4; HFD, n=4), on isolated intraperitoneal macrophages cells. B. 
mRNA levels of Chrna7 (SC, n=4; HFD, n=4), on isolated BMDM cells. The bars represents the mean ± S.E.M. 






Figure 27. Effect of short-term high- fat diet consumption in chemokines levels of isolated bone marrow and 
intraperitoneal macrophages (BMDMs and MØs i.p, respectively). A. mRNA levels of Cx3cl1 (SC, n=4; HFD, 
n=4), B. mRNA levels of Cxcl2 (SC, n=4; HFD, n=4), C. mRNA levels of Ccl2 (Sc, n=5; HFD, n=5) and D. 
mRNA levels of Chil3 (SC, n=5; HFD, n=5) on isolated BMDMs. E. mRNA levels of Cx3cl1 (SC, n=5; HFD, 
n=6), F. mRNA levels of Cxcl2 (SC, n=5; HFD, n=6), G. mRNA levels of Ccl2 (Sc, n=5; HFD, n=6) and H. 
mRNA levels of Chil3 (SC, n=5; HFD, n=6) on isolated MØs i.p.  *Means ± S.E.M significantly different by 
unpaired t tests (*p<0.05; p<0.0005). 
 
A partir desses resultados, nós questionamos se a resposta inflamatória também 
estava exacerbada, precocemente, em células derivadas da medula óssea e se havia uma 
associação com o α7 hipotalâmico. Nós, primeiramente, avaliamos o efeito do desafio i.p com 
LPS em BMDC isoladas a partir de camundongos de ambos os grupos (SC e HFD). Assim 
como no hipotálamo, o desafio com LPS levou a uma resposta inflamatória em ambos os 
grupos, porém a resposta foi mais intensa em células derivadas da medula de animais HFD 
quando comparadas com as células obtidas do grupo SC. Por outro lado, quando camundongos 
SC e HFD receberam o estímulo icv com o agonista PNU, houve uma diminuição significativa 
dos níveis de RNAm para os marcadores M1 (Cx3cl1, Cxcl12 e Ccl2). Estes resultados 
sugerem, novamente, que o consumo da dieta hiperlipídica por curto período leva a uma 
resposta inflamatória mais exacerbada e pode ser um fator agravante no desenvolvimento da 
sepse.  Em contrapartida, o PNU pode reduzir esta resposta inflamatória diminuindo a 
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polarização de macrófagos para o tipo M1. Entretanto, o estímulo com o agonista PNU indica 
que o α7nAChR central parece não ter efeito no aumento da polarização de macrófagos para o 
tipo M2 neste compartimento imune; enquanto o α7nAChR central pode prevenir a migração 
de células da medula para o SNC pela modulação da expressão de quimiocinas pró-
inflamatórias ainda na medula óssea (Fig.28). 
 
 








Figure 28. Chemokines and cytokines levels in BMDM after i.p. LPS challenge and icv PNU stimulus. A. 
mRNA levels of Cx3cl1, B. mRNA levels of CXCL12, C. mRNA levels of CCL2, D. mRNA levels of Chil3 and 
E. mRNA levels of Arg1 in bone marrow derived macrophages. Means ± S.E.M are significantly different by one 
way anova. 
 
Durante a inflamação e fatores de estresse que induzem a produção de citocinas os 
sistemas nervoso, endócrino e imune interagem para manter a homeostase fisiológica. O núcleo 
do trato solitário (NTS) pode integrar a via anti-inflamatória colinérgica com outras respostas 
imunomoduladoras centrais, transmitindo sinais do nervo vago aferente para duas áreas do 
cérebro envolvidas na neuroimunomodulação. Por exemplo, circuitos neuronais bidirecionais 
entre o NTS e o núcleo paraventricular hipotalâmico (PVN) podem ativar o eixo HPA, levando 
à imunossupressão mediada por glucocorticóides. Os neurônios do NTS também projetam para 
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os núcleos do tronco cerebral, como o RVM e o LC, que podem ativar o SNS e modular 
respostas imunes. O NTS é uma das principais estruturas na neuroimunomodulação, que está 
associado com a recepção e posterior transmissão do sinal de citocinas para a via anti-
inflamatória colinérgica, o SNS e o eixo HPA. Assim, a ativação do eixo hipotálamo-pituitária-
adrenal (HPA) tem um papel chave neste processo. Diante dessa informação, nós procuramos 
compreender se o consumo de HFD por 3 dias tem efeito sobre o funcionamento do eixo HPA. 
Para isso, avaliamos o RNAm de um dos maiores componentes do eixo HPA, o hormônio 
liberador de corticotrofina (CRH) e nosso resultado aponta para menores níveis do RNAm de 
CRH no hipotálamo de animais que consumiram HFD comparados ao SC (Fig 29 A). Em 
seguida, os níveis de RNAm do hormônio luteinizante (LHb) na pituitária e do RNAm do 
receptor de corticosterona N3rc1 nas células derivadas da medula óssea foram avaliados. Os 
resultados apontam menores níveis de LHb e N3rc1, respectivamente, na pituitária e células da 
medula de animais HFD comparados ao SC (Fig. 29 B, C). 
 
Figure 29. Hipothalamus-pituitary-adrenal axis. A. mRNA levels of Crh in the hypothalamus, B. mRNA 
levels of Lhb in the pituitary, C. mRNA levels of Nr3c1 in the bone marrow derived cells. Means ± S.E.M are 







6.  DISCUSSÃO 
 
É conhecido que a dieta rica em gordura (HFD) está relacionada com a indução da 
inflamação em órgãos sistêmicos incluindo, o hipotálamo, baço e fígado; resultando em 
obesidade, diabetes e doença metabólica. Essa assertiva vem sendo comprovada por estudos 
que mostram que o consumo de HFD, ainda que por um curto período de tempo, é capaz de 
promover alterações metabólicas além, de modular a resposta inflamatória. 
Em estudo com modelo de obesidade induzida por dieta, em camundongos 
C57BL/J, Waise e colaboradores (2015), observaram que o consumo da dieta hiperlipídica, por 
um curto período (1 dia) foi capaz de promover: maior ganho de peso, aumento da ingestão, 
maior massa de tecido adiposo epididimal e insulina plasmática. Contudo, a glicemia não foi 
alterada (WAISE et al., 2015). 
Entretanto, em nosso modelo de estudo, a exposição à dieta hiperlipídica por um 
curto período (3 dias), não foi capaz de alterar parâmetros metabólicos como, peso corporal, 
massa de tecido adiposo epididimal e glicemia de jejum, provavelmente esses animais não são 
isogênicos o que dificulta constatar uma diferença significativa entre os grupos. Resultados 
semelhantes foram demonstrados por Burcelin e colaboradores (2002) em estudo de adaptação 
metabólica heterogênea à HFD em roedores, validando fenótipos resistentes e sensíveis à dieta 
rica em gordura (BURCELIN et al., 2002). 
Em contraste, a inflamação hipotalâmica ocorre antes mesmo do aumento 
significativo de peso corporal, com ativação rápida de uma rede complexa de células (THALER 
et al., 2012). O hipotálamo médio basal (HMB), incluído o ARC e a EM, é sensível a ácidos 
graxos saturados (AGS) e responsável pelo controle da ingestão alimentar e do metabolismo 
intermediário (LAM et al., 2015; THALER et al., 2012). Além disso, a barreira 
hematoencefálica que cerca a região do HMB é composta por vasos fenestrados que facilitam 
a infiltração de macrófagos. A ativação da micróglia por AGS também tem sido associada ao 
estresse neuronal na região HMB (VALDEARCOS et al., 2014). 
Análises de cortes coronais do cérebro revelaram aumento na marcação de F4/80 
(micróglia) no ARC e EM de camundongos HFD, bem como aumento de GFAP (astrócitos) no 
grupo HFD. Interessantemente, notou-se um aumento no número de neurônios maduros no 
ARC de camundongos HFD. Estes resultados sugerem que o rápido início da inflamação 
hipotalâmica pode estar associado com um processo de recrutamento, ativação e proliferação 
conhecido como “gliose reativa”. Essa inflamação hipotalâmica parece estar associada a lesão 
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neuronal e respostas neuroprotetoras (HORVATH et al., 2010; MORAES et al., 2010; 
THALER et al., 2012), não avaliadas neste estudo. 
Vários mecanismos foram propostos para explicar a inflamação induzida pelo 
consumo de dieta hiperlipidica, no hipotálamo e nos tecidos periféricos, incluindo a ativação 
de TLR4 (HOLLAND et al., 2011; MILANSKI et al., 2009;), a indução do estresse do retículo 
endoplasmático e a ativação de serina / treonina quinases, como JNK e IKKβ (DE SOUZA et 
al., 2005; KLEINRIDDERS et al., 2009;THALER e SCHWARTZ, 2010; ZHANG et al., 
2008;). 
O complexo IKKβ/NF-κB é um importante regulador da imunidade inata e 
normalmente permanece inativo em neurônios hipotalâmicos (YAMAUCHI et al., 2010). 
Entretanto, a ativação desse complexo, pelo consumo de HFD, interrompe a sinalização central 
da insulina e leptina. Além disso, IKKβ/NF-κB podem responder a sinais metabólicos, 
contribuindo para o desenvolvimento da inflamação metabólica (ZHANG et al., 2008). 
Destaca-se também a ativação da STAT3 como um relevante mediador da 
inflamação (PFITZNER et al., 2004) além, de um importante “crosstalk” entre STAT3 e NF-
κB (YANG et al., 2007). Nossos resultados mostram aumento do conteúdo proteico de NF-κB 
e STAT3 no hipotálamo e baço, já no fígado não observamos diferença significativa. Estas 
evidências sugerem que há ativação de vias inflamatórias pelo consumo da dieta hiperlipídica 
a curto prazo e que a injúria observada nos animais HFD, pode ser uma consequência da 
ativação de NF-ĸB. 
Enquanto no hipotálamo o início da inflamação ocorre precocemente após a 
introdução da dieta hiperlipídica, a inflamação nos tecidos periféricos é um processo que se 
desenvolve ao longo de semanas a meses de dieta com alto teor de gordura (HFD) (KIM et al., 
2008; WEISBERG et al., 2003). 
Entretanto, os dados de caracterização do presente estudo mostram que o consumo 
a curto prazo de HFD, aumentou o conteúdo de RNAm de Il-1β no baço e fígado, um forte 
indicativo da ativação de vias inflamatórias que resultam no recrutamento, ativação e infiltração 
de macrófagos. Estes dados são consistentes com descobertas anteriores, que mostram níveis 
elevados deste gene em resposta a ativação inflamatória por ácidos graxos saturados (THALER 
et al., 2012; WEISBERG et al., 2003; ZHANG et al., 2008). Além disso, o braço sensorial do 
reflexo inflamatório pode ser ativado por Il-1β e representa um sistema precoce essencial de 
detecção que impulsiona uma série de respostas neurofisiológicas (GOEHLER et al., 1997). 
Sabe-se que os macrófagos são células moduladoras e efetoras chaves na resposta 
imune apresentando um papel central na inflamação e defesa. Tanto a diversidade como a 
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plasticidade são características importantes das células da linhagem monócitos-macrófagos.  
Uma rede de moléculas sinalizadoras, fatores de transcrição, mecanismos epigenéticos e 
reguladores pós-transcricionais estão implícitos às diferentes formas de ativação de macrófagos 
(SICA e MANTOVANI, 2012). Aqui nós utilizamos a nomenclatura M1 (classicamente 
ativados ou pró-inflamatórios) e M2 (alternativamente ativados) como indicativo dos dois 
extremos do espectro de ativação de macrófagos.  
O controle da resposta imune requer equilíbrio entre a polarização de macrófagos 
M1 e M2. Em um estudo interessante, realizado por Wang e colaboradores (2014), 
camundongos que não expressavam a fosfatase PTEN em neurônios RIP, no hipotálamo, 
tinham maior ativação do reflexo anti-inflamatório, que está associado a estimulação fenotípica 
de macrófagos que polarizam para o tipo M2 (WANG et al., 2012). 
Os resultados do presente trabalho confirmam os achados de estudos anteriores, 
com diminuição dos níveis de mRNA do marcador de macrófagos anti-inflamatório, Chil3 no 
hipotálamo, baço e fígado de animais que receberam HFD. Em contrapartida, há um aumento 
do marcador de macrófago pró-inflamatório Ccl2 no hipotálamo e fígado. Além disso, nós 
observamos maior conteúdo de RNAm de macrófagos que polarizam para o tipo M1 quando 
eles foram isolados do peritônio e da medula óssea de camundongos que consumiram HFD por 
3 dias, comparados ao grupo SC. Estes dados indicam que a polarização de macrófagos M1 e 
M2 está alterada e em desequilíbrio, sugerindo prejuízo da via anti-inflamatória colinérgica, 
corroborando com St-Pierre e colaboradores (2016) que demonstraram em seu estudo o 
envolvimento de receptores nicotínicos de acetilcolina, especialmente a subunidade α7, no 
controle da proliferação e polarização de células imunes (ST- PIERRE ET AL., 2016). 
Para limitar os efeitos prejudiciais da liberação de citocinas pró-inflamatória, a 
resposta imune é controlada por mecanismos humorais e moleculares que controlam essas 
citocinas. Entre os fatores humorais que suprimem a ação de citocinas inflamatórias estão a 
interleucina 10 (IL-10) e receptores solúveis que neutralizam a atividade das citocinas.  
Esses fatores são importantes na modulação da resposta de citocinas, mas possuem 
ação lenta e não podem ser integrados. Por outro lado, a via anti-inflamatória colinérgica 
(VAIC) é um mecanismo de contra-regulação de citocinas que é rápido, local e integrado. Os 
sinais transmitidos pelo nervo vago chegam a células que secretam citocinas inflamatórias e 
expressam a subunidade α7 do receptor nicotínico de acetilcolina (α7nAChR) como, por 
exemplo, os macrófagos. Um prejuízo na sinalização dessa via pode contribuir para a produção 
e secreção desenfreada de citocinas que podem promover danos a homeostase energética 
69 
 
corporal.  Assim, a VAIC participa do mecanismo fisiológico da resposta inflamatória associada 
ao sistema imune inato. 
Para caracterizar a resposta anti-inflamatória colinérgica nicotínica, nós avaliamos 
o conteúdo e expressão do α7nAChR central e periférico. Nossos resultados mostram menores 
níveis proteico e RNAm no hipotálamo de animais HFD comparado a animais SC. 
Complementarmente, dados da imunofluorescência indicam uma marcada redução de células 
CHRNA7+ no hipotálamo de animais HFD.  Quando analisamos os tecidos periféricos, o fígado 
de camundongos HFD também apresentou menores níveis proteico e RNAm de α7nAChR; já 
no baço apenas o RNAm apresentou diferença significativa. Células isolada da medula óssea 
de camundongos que consumiram HFD também apresentaram menores níveis de RNAm de 
α7nAChR. Estes resultados indicam, provavelmente, um prejuízo da VAIC. Estes resultados 
poderiam ser confirmados utilizando um modelo de animais knockout para α7nAChR. 
O papel chave da subunidade α7 do receptor nicotínico de acetilcolina em fatores 
periféricos relacionados à obesidade já foi demonstrado anteriormente. Em um modelo animal 
de diabetes, Marrero e colaboradores (2010) encontraram que um agonista seletivo (TC-7020) 
reduziu o ganho de peso e a ingestão alimentar, bem como os níveis glicêmicos e triglicerídeos 
além da expressão de citocinas pró-inflamatórias. Estes efeitos foram revertidos pelo 
antagonista metyllycaconitine (MLA) (MARRERO et al., 2010).  
Em humanos, Cancello e colaboradores (2012) também encontraram evidências 
que indicam o envolvimento da via colinérgica nicotínica, especificamente o α7nAChR, na 
obesidade. Além de identificarem a expressão diminuída de α7nAChR em adipócitos maduros, 
os autores observaram que esta expressão estava diminuída em obesos comparados a indivíduos 
magros, e a perda de peso foi importante para restaurar a expressão de α7nAChR (CANCELLO 
et al., 2012).  
Estudos anteriores têm mostrado um aumento da sensibilidade de camundongos 
HFD ao LPS (HUANG et al., 2007; SAKAI et al., 2013), bem como maior propensão ao 
desenvolvimento de sepse. Recentemente, De Martini e colaboradores (2017), demonstraram 
que camundongos obesos tinham maior suscetibilidade à sepse e maior taxa de mortalidade, em 
parte pela ativação da via de sinalização da STAT3. Porém, ainda não é estabelecido o 
mecanismo de indução da sepse após o consumo a curto prazo de uma dieta HFD e desafio com 
LPS.  
Nossos resultados convergem com aquilo já mostrado na literatura pois, 
camundongos que consumiram HFD por 3 dias apresentaram resposta inflamatória mais 
exacerbada com maior polarização de macrófagos para o tipo M1, após desafio com LPS.  
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Além disso, observamos que camundongos do grupo HFD morrem mais 
rapidamente comparados ao grupo SC, após desafio com dose letal de LPS para indução da 
sepse, sugerindo que o consumo de HFD por um curto período torna esses camundongos mais 
propensos ao desenvolvimento da sepse induzida por lipopolissacarídeos. A ativação de NFkB 
e STAT3 leva a transdução de sinais que ativam a produção de citocinas inflamatórias e 
recrutamento de células inflamatórias (PEÑA et al, 2010) o que poderia explicar o aumento da 
taxa de mortalidade observado em animais que receberam HFD.  Em humanos, dados de 
estudos clínicos sugerem que o consumo de HFD predispõe ao maior risco de sepse (WANG et 
al., 2013), com um aumento superior a 50% do risco de morte (PRABHAKAR et al., 2002). 
Por outro lado, o estímulo com o agonista do α7nAChR PNU i.p foi suficiente para 
devolver algumas dessas citocinas aos níveis basais e o estímulo via intracerebroventricular 
aumentou significativamente a taxa de sobrevivência, indicando mais uma vez a importância 
desse receptor na manutenção da resposta imune. 
 Estes resultados corroboram os achados de Huston e colaboradores (2006) que 
mostraram uma diminuição da taxa de sobrevivência em animais com sepse que sofreram 
esplenectomia e foram estimulados com nicotina, um agonista do α7nAChR (HUSTON et al., 
2006). 
Paradoxalmente, existem trabalhos sugerindo que o consumo de dieta hiperlipídica, 
por um curto período, permite que esses camundongos se tornem mais resistentes ao 
desenvolvimento da inflamação, sepse e morte. Um estudo interessante, com camundongos que 
ingeriram HFD por 15 dias e foram submetidos ao desafio com dose letal de LPS, mostrou que 
a resposta inflamatória hipotalâmica foi menor no grupo HFD comparado ao grupo que recebeu 
uma dieta com baixo teor de gordura (LFD) (ASTIZ et al., 2017). 
Células imunes da periferia e do SNC expressam α7nAChR amplamente e a 
ativação desse receptor suprime o processo inflamatório. Diante dessa afirmação e do prejuízo 
desse receptor, principalmente no hipotálamo de animais HFD, nós procuramos compreender 
o papel do α7nAChR hipotalâmico na migração de células derivadas da medula. 
É conhecido que em condições fisiológicas, células da medula óssea podem migrar 
e entrar no cérebro, diferenciando-se em células mieloides ramificadas (HASEGAWA-ISHII et 
al., 2014). CX3CL1 é uma fratalquina, constitutivamente expressa no hipotálamo, que atrai 
células que expressam CX3CR1 enquanto CCL2 é uma quimiocina que atrai células que 
expressam CCR2. Em nosso estudo, nós demonstramos que CX3CL1 está elevada no 
hipotálamo de animais HFD desafiados com LPS, por outro lado o estímulo com PNU 
intracerebroventricular reduziu o mRNA dessa fratalquina, em ambos os grupos (SC e HFD), 
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revelando que a subunidade α7 do nAChR parece ter alguma participação neste mecanismo via 
sinalização CX3CL1-CXCR1. Houve aumento de CCL2 em camundongos HFD após desafio 
com LPS, já o estímulo com PNU não foi suficiente para reduzir sua expressão, indicando que 
α7 parece não ter participação no controle dessa quimiocina.  Concordando com os achados do 
nosso grupo Wohleb e colaboradores (2014) demonstraram que o tráfego de 
monócitos/macrófagos derivados da medula para o cérebro é dependente da sinalização CCL2-
CCR2 (WOHLEB et al., 2014). 
Torna-se cada vez mais clara a influência da dieta hiperlipídica sobre a produção 
de células hematopoiéticas e células progenitoras na medula óssea. Evidências recentes 
mostram que a dieta obesogênica causa uma diminuição da proliferação de células de linhagem-
Sca-1 + c-Kit + (LSK) na medula óssea e uma supressão geral de populações de células 
progenitoras incluindo progenitores linfóides comuns e progenitores mieloides comuns (VAN 
DEN BERG et al., 2016).  Semelhantemente, os dados do presente estudo mostram que o 
consumo de HFD promove a diminuição do número total de células derivadas da medula óssea, 
sugerindo que os efeitos da HFD sobre células hematopoiéticas prejudicam o bom 
funcionamento do sistema imune.  
Koval e colaboradores (2007) descreveram a participação de receptores nicotínicos 
de acetilcolina α4β2 e α7 na regulação da mielopoiese e eritropoiese na medula óssea, sendo 
que cada um desses receptores têm um papel diferente no processo de maturação celular. Além 
disso, estudos anteriores demonstraram que os nAChRs podem influenciar a produção total de 
células na medula óssea (ST-PIERRE et al., 2016; TERRANDO et al., 20015). Os resultados 
do presente estudo corroboram o que já foi demonstrado anteriormente, o conteúdo de α7 
nAChR foi menor nas células diferenciadas em macrófagos do grupo HFD. 
É bem estabelecido que agonistas dos nAChRs podem proteger camundongos de 
diversas doenças inflamatórias como, por exemplo, a sepse. Em células da linhagem monocítica 
os agonistas de receptores nicotínicos atuam inibindo citocinas inflamatórias e paralelamente 
super-regulando marcadores anti-inflamatórios. 
Nós demonstramos que o balanço de M1 e M2, na medula óssea, está prejudicado 
no grupo HFD comparado ao grupo SC e que apenas o consumo da dieta hiperlipídica por 3 
dias já foi suficiente para aumentar a polarização de macrófagos para M1 e reduzir a polarização 
para M2. Quando desafiamos estes animais com uma dose elevada de LPS observamos que a 
resposta inflamatória foi aumentada significativamente em ambos os grupos. Entretanto, células 
derivadas da medula óssea de animais que consumiram HFD e foram desafiados com LPS 
apresentaram uma resposta inflamatória mais exacerbada. Em contrapartida o estímulo com o 
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agonista específico para α7nAChR, PNU, foi capaz de devolver os marcadores inflamatórios a 
níveis próximos aos basais em ambos os grupos. 
 Nós procuramos compreender se o receptor α7 poderia exercer seus efeitos nas 
células da medula óssea, atuando diretamente no controle da polarização de macrófagos na 
medula ou se este efeito ocorreria pela modulação do receptor α7 central atuando em outras 
vias sistêmicas envolvidas na hematopoiese. Nossos resultados suportam a ideia de que o 
α7nAChR é um importante mediador no controle da polarização de monócitos pró-
inflamatórios na medula óssea e que este efeito parece ser mediado pelo receptor α7 presente 
no SNC que pode estar atuando em outras vias sistêmicas como CX3CL1-CX3CR1, CXCL12- 
CXCR4 e CCL2 -CCR2/CCR4.  Estudos anteriores fornecem evidências de que os nAChRs 
desempenham um papel importante na retenção de monócitos/macrófagos na medula óssea  
(AFAN et al., 1997;  LUDWIG et al., 2010; ST-PIERRE et al., 2016).  
 Entretanto, observamos que o efeito do estímulo com o agonista PNU, foi 
semelhante no grupo SC e HFD. Para avaliar o RNAm nós utilizamos o hipotálamo total e 
acreditamos que o PNU icv possa ter se ligado a α7nAChRs concentrados em outras regiões 
hipotalâmicas além do ARC, de animais HFD. Além disso, nosso resultado de 
imunofluorescência mostra maior quantidade de α7nAChR em neurônios maduros de animais 
HFD, o que poderia explicar esse resultado.  
 Recentemente Pierce e colaboradores (2017) demonstraram, em um estudo 
interessante que, a expressão do receptor muscarínico Chrm1 no SNC regula a mobilização de 
células hematopoiéticas da medula óssea via eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) 
(PIERCE ET AL., 2017).  Aqui, nossa hipótese é de que sinais do SNC via α7nAChR regulando 
glicocorticoides também podem promover a mobilização de células hematopoiéticas. 
Acreditamos que o prejuízo dessa sinalização colinérgica, pelo consumo da dieta hiperlipídica 
por um curto período, possa interferir no controle da sinalização do eixo HPA. Portanto, nós 
avaliamos alguns dos principais componentes do eixo HPA como: hormônio liberador de 
corticotropina (CRH), hormônio luteinizante (LH) e receptor de corticoesteróide (Nr3c1). Os 
resultados obtidos indicam menores níveis do RNAm de CRH, LH e Nr3c1 no hipotálamo, 
pituitária e células derivadas da medula, respectivamente; revelando, precocemente, que o 
consumo de HFD afeta a sinalização do eixo HPA. Contudo, outros experimentos precisam ser 
realizados para avaliar a participação do receptor α7nAChR central no controle da mobilização 





7.  CONCLUSÃO 
A pesquisa experimental atual demonstra que o consumo de dieta rica em gordura 
a curto prazo aumenta a mortalidade e a lesão de órgãos após a sepse induzida por LPS. Estes 
efeitos parecem ocorrer através do enfraquecimento da resposta anti-inflamatória colinérgica 
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Fig. S1. pSTAT3 protein content after HFD. A. Protein content of STAT3 (SC, n=3 and HFD, n=3); in the 
hypothalamus of mice fed standard chow diet (SC) or high fat Diet (HFD) during 3 days. The bars represent the 























Fig. S2. A. Confocal images illustrating NeuN+ cells (red), CHRNA7+ cells (green) and nuclear labeling with TO-
PRO3® (blue) in the ARC, performed from coronal sections (15µm) of mice brain from male mice fed with SC 
or HFD (3 days). ); B. Quantification of the numbers of  NeuN+ /CHRNA7+ cells in the ARC of mice fed with SC 
(SC=05) or HFD (HFD=05). V3, Third ventricle. The bars represent the mean ±S.E.M * Means significantly 




















APÊNDICE 3 -Resultado suplementar 3 
 
 
S3.1- Indução de sepse por cirurgia de ligadura e punção cecal: Camundongos que consumiram dieta SC ou 
HF por 3 dias, foram submetidos a cirurgia de ligadura e punção cecal (CLP) para indução de sepse severa. Como 
controle da variável cirúrgica, uma parte dos animais SC e HF recebeu apenas uma incisão e foram denominados 
SC-Sham e HF-Sham, para estes procedimentos os animais foram mantidos sob anestesia inalatória.  24h após a 

















Fig. S3.2. Chemokine and cytokine levels in the hypothalamus following sepsis induction by CLP. A. mRNA 
expression levels of  CCL2 (SC, n=5 and HFD, n=5); B. mRNA expression levels of CX3CL1 (SC, n=6 and HFD, 
n=6); C. mRNA expression levels of IL-1β (SC, n=6 and HFD, n=6); D. mRNA expression levels of TNFα (SC, 
n=6 and HFD, n=6); E. mRNA expression levels of IL-6 (SC, n=6 and HFD, n=6); F. mRNA expression levels of 
Chil3 (SC, n=6 and HFD, n=6); and F. mRNA expression levels of IL-10 (SC, n=6 and HFD, n=6) in the 
hypothalamus of mice fed SC or a HFD for 3 days followed by induction of sepsis by cecal ligation and puncture 
surgery. The bars represent the mean ± SEM. *Means significantly different as shown by one-way ANOVA 
(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.0001). 
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Fig. S4. Survival rate following CLP surgery. Swiss male mice (8 weeks) were treated with standard chow diet 
(SC) or high fat diet (HFD) during 3 days.  Then, the sepsis was induced by CLP surgery.The survival rate was 
recorded every 2h. Results are mean ±S.E.M (SC-clp, n=5 opened sqaures and HFD-clp, n=5 closed squares. The 
























ANEXO B – Financiamento 
 
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal 
de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001. 
